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ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

EPIDEMIOLOGIA

El cancer de tiroides (CT) es la neoplasia maligna endocrina mas frecuente a nivel
mundial. En 2020, de acuerdo con los datos reportados por el Observatorio Global de
Céancer, ocup6 el 10° lugar en incidencia con 586,202 casos nuevos, el 25° en
mortalidad con 43,646 defunciones y mostro una prevalencia a 5 afios de 25.46 casos
por cada 100,000 personas. El CT es mas frecuente en mujeres con una incidencia de
10.1 casos por cada 100,000 mujeres, mientras que en hombres presenta una
incidencia de 3.1 casos por cada 100,000 hombres [1]. En México, en 2020 ocup0 el 3°
lugar de casos nuevos de cancer con 11,227 casos y el 19° en mortalidad con 956
defunciones [2].

En las dltimas décadas la incidencia de CT ha ido en aumento principalmente por
nodulos tiroideos malignos de tamafio pequefio (e.g. <1 cm) detectados de manera
incidental durante el estudio de enfermedades no tiroideas a través de estudios de
imagen o durante el andlisis histopatolégico de un espécimen tiroideo resecado por
otra razén diferente al nédulo maligno. Actualmente estos CT a los que se les ha
denominado como “clinicamente ocultos” tienen una mayor incidencia en comparacion
con los “clinicamente reconocibles” (7.4 por cada 100,000 personas vs. 5.5 por cada
100,000 personas). Generalmente estos casos presentan un riesgo minimo de
recurrenciay, por lo tanto, su prondstico es excelente [3].

El CT puede ocurrir practicamente a cualquier edad, aunque es mas frecuente en
adultos que en nifios y adolescentes. La edad varia fundamentalmente de acuerdo con

tipo histopatolégico siendo los carcinomas papilares de tiroides (CPT) mas frecuentes



entre 25-64 afos mientras que los carcinomas anaplasicos de tiroides (CAT) se
presentan en >65 afios. Los carcinomas foliculares (CFT) y medulares de tiroides
(CMT) son mas comunes a partir de 25 afios e incrementan ligeramente su prevalencia
conforme incrementa la edad [4].

Existen diversos factores de riesgo que se han asociado a la aparicion de cancer
tiroideo entre los que destacan exposicion a radiacion ionizante,
deficiencia/sobreingesta de yodo, obesidad, diabetes mellitus, enfermedad tiroidea
preexistente, historia familiar de cancer tiroideo (CPT/no CMT familiares) y la presencia
de algunos padecimientos sindrémicos hereditarios como la poliposis adenomatosa
familiar (FAP), complejo de Carney o los sindromes de Turcot, Gardner, Bannayan-

Riley-Ruvalcaba, Werner y Cowden [5].

DIAGNOSTICO DEL CARCINOMA BIEN DIFERENCIADO DE TIROIDES

En la actualidad existen diversas guias con recomendaciones para el diagnéstico y
tratamiento de los carcinomas bien diferenciados de tiroides (CBDT). Las mas
reconocidas son la guia de la Asociacién Americana de Tiroides (ATA) 2015, la Guia de
Practica Clinica en Oncologia. Carcinoma de Tiroides (NCCN) 2021 y la Céancer
Tiroideo: Guia de practica Clinica para el diagndstico, prondéstico y tratamiento (ESMO)
2019 [12, 13, 14]. En México existen las guias de la Sociedad Mexicana de Nutricion y
Endocrinologia (SMNE) 2009, la Sociedad Mexicana de Oncologia (SMeO) 2018 y la
Guia de Practica Clinica del Centro Nacional de Excelencia Tecnoldgica en Salud
(CENETEC) 2009 que basicamente toman como modelo a la guia de la ATA [15, 16,

17].



Los nddulos tiroideos pueden detectarse mediante exploracion clinica y confirmarse por
ultrasonido. En la actualidad se ha vuelto mas frecuente el hallazgo de nddulos
tiroideos de manera incidental durante el abordaje de otra patologia cervical/craneana
[3]. Junto con la identificacion del nédulo y sus caracteristicas se solicitan niveles de
TSH (hormona estimulante de la tiroides o tirotropina) y en caso de ser mas bajos del
rango normal se solicita un gammagrama tiroideo para establecer si el noédulo es
hiperfuncional. Tradicionalmente se sabe que los nddulos hiperfuncionales llamados
también “calientes” son con baja frecuencia malignos, mientras que los ndédulos
hipofuncionales o “frios” poseen un mayor riesgo de malignidad; sin embargo, esta idea
se ha cuestionado en los ultimos afios ya que existen reportes de porcentajes de
malignidad mas altos de lo esperado (10%-34%) asociado a ndédulos hipercaptantes
[18]. A pesar de lo anterior las guias recomiendan la biopsia por aspiracién con aguja
fina (BAAF) Unicamente en noédulos hipocaptantes de acuerdo a las caracteristicas
clinicas y ultrasonogréficas de los mismos.

Las propiedades ultrasonograficas de los nédulos se clasifican de acuerdo a dos
sistemas: el Sistema TI-RADS (Thyroid Imaging Reporting & Data System) del Colegio
Americano de Radiologia y el propuesto por la ATA. Ambos utilizan diferentes
pardmetros como composicion, ecogenicidad, forma, margenes y focos ecogénicos
para clasificar el nédulo en 5 categorias que van desde benigno hasta altamente
sospechoso de malignidad (Figura 1) [12, 19]. La decision de realizar una BAAF se
apoya en el patrén de imagen (a partir de TIRADS 3 o caracteristicas morfolégicas que
hagan sospechar de malignidad como microcalcificaciones o bordes irregulares) y el

tamarfo del nédulo.
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Figura 1. Sistema TI-RADS (Thyroid Imaging Reporting & Data System) del Colegio
Americano de Radiologia.

El sistema de Bethesda se utiliza para determinar un porcentaje de probabilidad de
malignidad los noédulos tiroideos. De acuerdo con las caracteristicas citolégicas se
conforman 6 categorias diagndsticas cada una de las cuales posee un riesgo de

malignidad y una recomendacion terapéutica (Tabla 1) [20].

TIPOS HISTOLOGICOS DE CT
Los carcinomas derivados de células foliculares tiroideas pueden dividirse de manera
general en 3 tipos:

carcinomas bien diferenciados (CBDT), carcinomas poco

diferenciados (CPDT) y CAT. Los CBDT a su vez se subdividen en: CPT, que es el tipo



mas comun (85%), carcinomas foliculares (CFT; 10%) y carcinomas oncociticos (3%)
[6].

De acuerdo con la clasificacion de la OMS 2017 de tumores de los 6rganos endocrinos
los CPT tienen diferentes variantes o patrones: patrén convencional o clasico, variante
encapsulada, folicular, esclerosante difuso, células altas, columnar, morular y
cribiforme, células en estoperol, oncocitica, solido/trabecular, con estroma tipo
fiboromatosis/fascitis, fusocelular, células claras y tipo Whartin (Figuras 1, 2 y 3) [7]. De
las anteriores algunas han sido identificadas como variantes agresivas por conferir una
menor supervivencia comparado con el resto de las variantes. Las catalogadas como
variantes agresivas son: células altas, células columnares, células en estoperol,

esclerosante difuso y solido/trabecular [8, 9, 10, 11].

Figura 2. A. BAAF de CPT tiroides donde se aprecia la clara formacién de papilas. B.
BAAF de CPT donde se observan células con pseudoinclusiones (flecha).



Figura 4. A. Carcinoma papilar de tiroides variante células en estoperol y B. células
altas

TRATAMIENTO DEL CBDT

Tratamiento quirdrgico

El primer paso posterior al diagnéstico de malignidad o sospecha de malignidad del
nodulo es la realizacion de Tiroidectomia total o subtotal con o sin diseccion ganglionar.

En pacientes de bajo riesgo, es decir, con carcinomas de <1 cm confinados a la tiroides



sin enfermedad ganglionar se puede considerar lobectomia, no obstante, existen
estudios que han demostrado una supervivencia libre de recurrencia menor en
pacientes a los que se les realiza lobectomia en comparacion los que se realiza
tiroidectomia total [21]. Lo anterior puede deberse a la alta frecuencia de multifocalidad
de los carcinomas papilares y por esto en algunos centros se prefiere tiroidectomia total
sobre lobectomia tanto en carcinomas papilares 21 cm como aquellos <1 cm

(Microcarcinomas papilares) [22].

Tratamiento con yodo radioactivo (1131)
Al yodo radioactivo en conjunto con el tratamiento quirdrgico y la terapia de supresion
de TSH se les conoce como “terapia estandar del CBDT”. La dosis de yodo radioactivo

Figura 4. Sistema TI-RADS para clasificaciéon de Nédulos Tiroideos
puede da ,

Jue en
nuestro medio es mucho mas frecuente el uso de dosis empiricas no haremos

referencia al método de dosimetria. La aplicacibn de yodo radioactivo se basa

Tabla 1. Sistema de Bethesda para diagnostico de citologia tiroidea.
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Sospechoso de | 45-60% 50-75% Tiroidectomia casi total
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Maligno 94-96% 97-99% Tiroidectomia casi total
o lobectomia




esencialmente en el riesgo de recurrencia/persistencia que tiene cada paciente. Para
establecer el riesgo se utilizan diferentes parametros relacionados con la extension del
cancer, caracteristicas histopatoldgicas y alteraciones moleculares. En la tabla 2 se
muestran los criterios de las Guias de la ATA 2015, NCCN 2021 y SMNE 2009. A pesar
de que existen algunas diferencias entre los criterios de las guias hay condiciones para
las que de manera general se considera la terapia con yodo: tumor >4 cm, presencia de
extension extratiroidea macro y microscopica, presencia de metastasis a ganglios
linfaticos cervicales y/o mediastinales y metastasis a distancia. Diferentes dosis se han
propuesto como esquemas de ablacion, adyuvancia o tratamiento. La dosis ablativa es
de 30 mCi, con ésta se busca eliminar todas las células foliculares remanentes con el
propésito de que la tiroglobulina (Tg) sea indetectable y facilite el seguimiento; este
esquema se utiliza en pacientes de bajo riesgo aungque no se recomienda de manera
rutinaria. La dosis adyuvante puede ir de 75 a 150 mCi y se administra cuando se tiene
sospecha de cancer residual microscopico en pacientes con riesgo intermedio o alto.
La dosis de tratamiento va de >150 a 200 mCi y esta se brinda a pacientes que se
conocen con enfermedad residual macroscopica locorregional que no pudo ser
resecada o pacientes con metastasis a distancia, estos pacientes son clasificados por

la mayoria de las guias como de alto riesgo para recurrencia.

Tabla 2. Grupos de riesgo segun diferentes guias

ATA 2015 NCCN 2021 SMNE 2009
Riesgo bajo RAI no tipicamente Riesgo muy Bajo
1. Sin metéstasis locales recomendado
o distantes; 1. Microcarcinomas papilares paciente de cualquier edad, con
2. Se ha resecado todo el clasicos unifocales (<2 cm) 0 peoplasia unifocal <1cm:
tumor macroscépico multifocales (todos los focos < 1
3 Sin invasién tumoral c¢m) confinados a la tiroides; 1. Sin microinvasién

de tejidos o estructuras 2. Sin anticuerpos anti-Tg vascular o capsular ni a
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locorregionales
4, El tumor no tiene una
histologia agresiva (por ejemplo,
de células altas, células en
estoperol, células columnares)
5. Si se administra yodo
1311, no hay focos metastésicos
avidos de RAIl fuera del lecho
tiroideo en la primera exploracion
con RAI de cuerpo entero
después del tratamiento
6. Sin invasién vascular
7. NO clinico o < 5 N1
patolégica (<0,2 cm en la
dimensién mas grande)

Riesgo Intermedio
1. Invasién microscoépica
del tumor en los tejidos blandos
peritiroideos
2. Focos metastasicos avidos de
RAI en el cuello en la primera
exploraciéon con RAI de cuerpo
entero posterior al tratamiento
3. Histologia agresiva (p. Ej.,
células altas, variante de células
en  estoperol, de células
columnares)
4, Cancer papilar de tiroides con
invasion vascular
5. N1 clinico 0 > 5 N1 patoldgico
con todos los ganglios linfaticos
afectados <3 cm en la dimensién

mas grande

6. Microcarcinoma papilar
multifocal con extension
extratiroidea y BRAFV600E

mutado (si se conoce)

Riesgo Alto
1. Invasién macroscépica del
tumor en los tejidos blandos
peritiroideos
2. Reseccién tumoral incompleta
3. Metéstasis a distancia
4, Tiroglobulina sérica
postoperatoria  sugestiva de
metastasis a distancia
5. N1 patoldgico con cualquier
ganglio linfatico metastasico =
3 cm en la dimensibn mas
grande

detectables; y

3. Tg no estimulada
postoperatoria menor de 1 ng /
mL.

RAI selectivamente
recomendado

1. Tumor primario de 2 a 4 cm,
2. Histologia de alto riesgo (para
carcinoma papilar),
3. Invasién linfatica o vascular,
4. Metastasis en los ganglios
linfaticos cervicales,
5. Multifocalidad macroscopica
(un foco> 1 cm),
6. Tg sérica postoperatoria no
estimulada (<5-10 ng / mL),
7. margenes positivos
microscoépicos

RAIl tipicamente recomendado

1. Extension extratiroidea
macroscopica;

2. Tumor primario mayor
de 4 cm;

3. Tg no estimulada
postoperatoria mayor de 5 a 10
ng / mL.

4, Pacientes con

metastasis a distancia conocidas
/ sospechadas en el momento de
la presentacion

11

tejidos peritiroideos o a
ganglios y sin metastasis

a distancia

2. Con reseccién quirargica
completa

3. De estirpe histolégica no
agresive

4. Sin historia familiar de
cancer papilar ni
personal de radiacion en
cuello

Riesgo Bajo

Paciente de cualquier edad, con
neoplasia>1cmy<4cmo
multifocal

1. Sin microinvasién
capsular o vascular ni a
tejidos peritiroideos o a
ganglios y sin metastasis
a distancia

2. Con reseccion quirurgica
completa

3. De estirpe histolégica no
agresiva

Riesgo Alto

Paciente de cualquier edad, con
una o mas de las siguientes
caracteristicas

1. Tumor>4cm

2. Invasion extratiroidea o
vascular

3. Estirpe histoldgica
agresiva

4. Metastasis ganglionares
0 a distancia

5. Reseccion quirdrgica
incompleta (tiroidectomia
menor a la total o casi
total y/o tumor
remanente)



Tratamiento de supresion de TSH

De manera similar al tratamiento con yodo la supresion de TSH se apoya en la
estratificacion de riesgo. De manera general para pacientes con alto riesgo se
recomienda mantener la TSH <0.1 mU/L, con riesgo intermedio entre 0.1-0.5 mU/L y
con riesgo bajo de 0.5 a 2.0 mU/L. Las dosis de LT4 para mantener suprimida la TSH

pueden variar de 2.11 a 2.56 mcg/kg/dia [23].

Tratamiento con terapia sistémica

El tratamiento con inhibidores de la tirosina cinasa (ITC) esta reservado para aquellos
pacientes que desarrollan RTYR con enfermedad metastasica, rapidamente progresiva,
sintomatica y/o que amenaza la vida y que no es susceptible de control local utilizando
otros enfoques. Hoy en dia hay Unicamente aprobados tres ITC para pacientes con

CBDT RTYR: sorafenib, lenvatinib y cabozantinib [12,45].

SEGUIMIENTO DEL CBDT

Para establecer el nivel de respuesta al tratamiento, las guias recomiendan de manera
colectiva realizar en distintos periodos de tiempo (cada 6-12 meses) medicion de
Tiroglobulina suprimida y/o estimulada, anticuerpos anti-tiroglobulina y ultrasonido
cervical. La ATA divide el tipo de respuesta clinica en 4 clases: 1) Respuesta excelente,
2) Respuesta estructural incompleta, 3) Respuesta bioquimica incompleta y 4)
Respuesta indeterminada. Dependiendo del tipo de respuesta se tomard la decision de
realizar alguna otra maniobra diagnéstica (p. ej., TAC de toérax, FDG PET/CT) yl/o

terapéutica (p. €j., cirugia, yodo radioactivo).

12



PRONOSTICO DEL CBDT

Los pacientes con CBDT tienen una supervivencia global a 5 afios de 98.3% [24] y a 10
afios de 90% a 95% con terapia estandar [25]. Diferentes escalas prondsticas fueron
desarrolladas con el fin de predecir supervivencia en CBDT de las que destacan la
escala MACIS, AGES, AMES y el TNM [26]. Cabe destacar que las escalas de MACIS
y AGES unicamente fueron disefiadas para pacientes con CPT. La clasificacion TNM

vigente es la 8° edicion que fue publicada en 2017 [27].

REFRACTARIEDAD AL TRATAMIENTO CON YODO RADIOACTIVO (RTYR)

A pesar de la excelente supervivencia que presentan los CTBD, hasta un 30%
persisten/recurren y 5-15% desarrollan RTYR [27, 28]. Actualmente se establece que
un CBDT es RTYR cuando cumple cualquiera de los siguientes criterios: (1) el tejido
maligno / metastasico nunca concentra yodo radioactivo (no se capta fuera del lecho
tiroideo en el primer escaneo terapéutico), (1) el tejido tumoral pierde la capacidad de
concentrar el yodo radioactivo después de evidencia previa de enfermedad avida de
yodo radioactivo (en ausencia de contaminacion por yodo) , (I1l) el yodo radioactivo se
concentra en algunas lesiones pero no en otras; y (IV) la enfermedad metastasica
progresa a pesar de una concentracion significativa de yodo radioactivo [12]. Los
carcinomas localmente avanzados (T4a) y los que presentan metastasis a distancia al
momento del diagnostico o durante el seguimiento conforman una parte importante de

este grupo [29, 30].

13



ESTUDIO MOLECULAR DEL CBDT

En las ultimas dos décadas los analisis moleculares han ocupado un papel central en el
estudio del cancer principalmente por su capacidad de prediccion prondstica y el
impacto terapéutico que pueden tener. Con respecto al cancer de tiroides, se
describieron las alteraciones genéticas involucradas en la progresion de CBDT a CPDT
y anaplasico. Dos de las alteraciones mas importantes son las mutaciones de la
proteina BRAFV600E y el promotor del gen TERT [31, 32, 33, 34]. Ambas han
mostrado cierta asociacion con la RTYR, sin embargo, ninguno con suficiente precision

para ser recomendado por las guias actuales.

Metastatic PTC Poorly-differentiated PTC
DLRER

TERT, TP53,
CDKN2A,
PIK3CA, AKT1

TERT, TP53,
CDKN2A,

TERT PIK3CA, AKT1

TERT, TP53. CDKN2A, PIK3CA, AKT1
BRAF,

Thyroid follicle TERT. EIF1AX WFTC
H/K/NRAS b/
l TP53, EIF1AX, TERT, COKN2A
G TR
: R
FA/ImiIFTC  TERT B o)

"
e
4 po

TP53, EIF1AX,
TERT, CDKN2A

TP53, EIF1AX,
TERT, COKN2A

Metastatic FTC Poorly-differentiated FTC

Figura 5. Esquema que muestra las vias de oncogénesis de tejido normal a carcinoma
papilar y folicular, y las alteraciones genéticas involucradas en la desdiferenciacion de
los mismos.
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DIFERENCIACION TIROIDEA

En 2014 el programa El Atlas del Genoma del Cancer (TCGA) publico los resultados
del estudio molecular multiplataforma mas grande realizado hasta hoy en cancer
papilar de tiroides [35]. Este estudio incluyé el analisis de arreglos de polimorfismos de
nucleotido unico (SNPs), exoma completo, secuenciacion de ARN, secuenciacion de
micro ARN, metilaciéon de ADN y microarreglos de lisado de proteinas de fase inversa
de 390 tumores. En la seccion de expresion génica de esta investigacion se creo el
Puntaje de Diferenciacion Tiroidea (PDT) que consiste en el promedio de expresion de
16 genes implicados en el metabolismo y funcionamiento de las células foliculares
(Tabla 3, Figura 2). Este puntaje mostré correlacién con la escala prondéstica MACIS y

el riesgo ATA, ademas del patréon histologico lo que lo convierte en un marcador

atractivo no solo de pronéstico sino también de RTYR.

Simbolo

DIO1

DIO2

Tabla 3. Genes relacionados a la diferenciacién folicular tiroidea

Nombre

Desyodinasa de

yodotironina tipo 1

Desyodinasa de

yodotironina tipo 2

Funcién

Codifica para una desyodinasa
que convierte T4 (3,5,3',5-
tetrayodotironina) a la forma
activa T3 (3,5,3’-triyodotironina)
por una desyodinacién en el sitio
5.

Codifica para una desyodinasa
que convierte T4 (3,5,3,5-
tetrayodotironina) a la forma

activa T3 (3,5,3’-triyodotironina)
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Banda citogenética o

locus

1p32.3

14031.1



DUOX1

DUOX2

FOXE1

(TTF-2)

Oxidasa dual 1

(Oxidasa tiroidea 1 tio

NADPH 6 THOX1)

Oxidasa dual 2,

(Oxidasa tiroidea 1 P138-

Tox NADH/NADOH 6

THOX2)

Caja de Forkhead E1

(Thyroid

Factor 2)

Transcription

por una desyodinacién en el sitio
5.

Codifica para una glucoproteina
miembro de la familia de las
oxidasas tipo NADPH. Modula la
funcién de la tiroperoxidasas y
otras peroxidas en la membrana
apical de la célula folicular
tiroidea. Su denominacién dual
se refiere a que contiene un
dominio de homologia con la
peroxidasa y otro dominio
gp91phox.

Codifica para una glucoproteina
miembro de la familia de las
oxidasas tipo NADPH. Modula la
funcion de la tiroperoxidasas y
otras peroxidas en la membrana
apical de la célula folicular
tiroidea. Su denominacién dual
se refiere a que contiene un
dominio de homologia con la
peroxidasa y otro dominio
gp91phox.

Codifica para un factor de
transcripcion involucrado en la
morfogénesis y diferenciacion

folicular tiroidea
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15q21.1

15q21.1

92233



GLIS3

NKX2-1

(TTF-1)

PAX8

SLC26A4

SLC5A5

SLC5A8

GLI-similar Zinc Finger 3
(Gen relacionado a dedos

de zinc GLIS3)

NK2 homeobox 1
(Thyroid transcription

factor 1)

Caja emparejada 8

Familia transportadores de

solutos 26 miembro 4

Familia transportadores de

solutos 5 miembro 5

Familia transportadores de

solutos 5 miembro 8

Codifica para un factor de
transcripcion mediado por
activacion TSH/TSHR
involucrado en sintesis de
hormonas tiroideas

Codifica para un factor de
transcripcion tiroideo involucrado
en la organogénesis y
morfogénesis tiroidea.

Codifica para un factor de
transcripcion que asiste en la
expresion de TSHR asi como el
desarrollo de la tiroides vy
expresion de genes tejido
especificos.

Codifica para un transportador de
yodo apical independiente de
sodio asociado a cloruro. Su
mutacién produce el sindrome de

Pendred.

Codifica para un cotransportador

Na-yodo (Na-I 6 NIS)

Codifica para un transportador
pasivo de yodo,
monocarboxilatos y acidos

grasos de cadena corta por un

17

9p24.2

14q13.3

2q14.1

79223

19p13.11

12923.2



TG

THRA

THRB

TPO

TSHR

Tiroglobulina

Receptor alfa de hormona
tiroidea
Receptor beta de hormona
tiroidea

Tiroperoxidasa

Receptor de tirotropina

transportador de lactato acoplado

a sodio en la porcién apical.

Codifica para la glucoproteina del
mismo nombre que sirve como
sustrato para la sintesis de T3 y
T4 asi como su almacenamiento
(al igual de otras formas inactivas
de hormonas tiroideas).

Codifica para la subunidad alfa
del receptor nuclear para T3
Codifica para la subunidad beta
del receptor nuclear para T3
Codifica para una glucoproteina
de membrana que cataliza la
yodinacién de los residuos de
tirosina en tiroglobulina y la
formacién de fenoxi-ésteres entre
pares de tirosinas yodinadas
para la sintesis de hormonas
tiroideas, T4y T3.

Codifica para el receptor de
membrana de la TSH y principal
controlador del metabolismo y

crecimiento tiroideo.
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8024.22

17921.1

3p24.2

2p25.3
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Figura 6. Esquema de la biosintesis de hormonas tiroideas donde se observan
las proteinas codificadas por algunos de los genes del PDT (TSHR, DUOX,
DIO, NIS (SLC5A5), Pendrina (SLC26A4), TPO y TG).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El uso de yodo radioactivo se basa en la estratificacion de riesgo de la ATA 2015, sin
embargo, es incierto qué carcinomas serdn RTYR ya que actualmente no existe
ninguna manera de predecirlo. A lo anterior se le suma que el yodo radioactivo no es
del todo inocuo ya que existen multiples complicaciones de aparicion temprana y tardia
[36], ademas de que su costo en México por una aplicacién puede ir de los $27,000 a
los $43,000 dependiendo la dosis (sin incluir rhTSH que tiene costo de $ 32,104) y se

requiere hospitalizacién por al menos 48 hrs en un cuarto aislado.

19



JUSTIFICACION

Crear un modelo que incluya un analisis molecular para predecir que carcinomas
papilares desarrollaran refractariedad al radioyodo para evitar su administraciéon en
casos donde no existira beneficio aminorando la carga economica, asi como los efectos

adversos que pudiera generar a los pacientes.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Los genes que conforman el PDT en conjunto o de manera aislada son predictores de

refractariedad al tratamiento con yodo radioactivo en pacientes con CPT?

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
e Crear un modelo que ayude a predecir qué carcinomas papilares (CPT) tienen

mayor probabilidad de desarrollar RTYR.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinacion y analisis de expresion de 16 genes de diferenciacion en CPT
RTYR yno RTYR
e Determinacién y analisis de mutacion del gen BRAF 1799T>A.

e Recoleccion y analisis de variables clinico-patologicas.

20



MATERIALES Y METODOS

Diseio del estudio
Estudio clinico primario observacional piloto de casos y controles anidado en una

cohorte.

Poblacion de estudio

Casos de carcinoma papilar de tiroides que hayan sido diagnosticados y tratados en el
INCMNSZ.

Desenlace

El desenlace de interés es el desarrollo de RTYR y el perfil genémico resultante que
pueda pronosticar el desarrollo de este fenotipo.

Criterios de Seleccion

-Criterios de inclusiébn. Casos de carcinoma papilar de tiroides con riesgo ATA
intermedio o alto que hayan recibido tratamiento o terapia adyuvante con yodo
radioactivo.

-Criterios de exclusion. Casos de carcinoma papilar de tiroides que no hayan recibido
yodo radioactivo.

-Criterios de eliminacién. Casos de carcinoma papilar de tiroides con riesgo ATA
intermedio o alto que hayan recibido tratamiento o terapia adyuvante con yodo
radioactivo que no cuenten consuficiente informacién clinica, que no exista material en
el archivo de patologia o que sea muy escaso y no permita realizar las pruebas
moleculares.

Definiciones operacionales
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-Casos. Aguellos CPT que cumplan criterios de RTYR en cualquier momento durante el
seguimiento.

-Controles. Aquellos CPT que nunca cumplieron criterios de RTYR y se mantuvieron
con respuesta excelente durante al menos 5 afios posterior al Ultimo tratamiento con
yodo.

Criterios de RTYR [12]:

1.-El tejido maligno / metastasico nunca concentra yodo radioactivo (no se capta fuera
del lecho tiroideo en el primer escaneo terapéutico).

2.-El tejido tumoral pierde la capacidad de concentrar el yodo radioactivo después de
evidencia previa de enfermedad avida de yodo radioactivo (en ausencia de
contaminacion por yodo).

3.-El yodo radioactivo se concentra en algunas lesiones, pero no en otras; y

4.-La enfermedad metastasica progresa a pesar de una concentracion significativa de
yodo radioactivo.

Tamafo de muestra

Debido a que no existe ningun estudio donde se haya estudiado la expresion de los 16
genes que conforman el PDT en casos RTYR y no RTYR, desconocemos si existe
diferencia de la misma por lo que se plantea la necesidad de realizar un estudio piloto

gue incluya de 10 a 30 casos con sus respectivos controles [38, 39].

Obtencion de datos clinicos y revision histopatologica
Realizaremos la busqueda de los datos demograficos, clinicos e histopatologicos en los
archivos electrénicos y fisicos del INCMNSZ para su posterior registro. Las laminillas de

los casos se revisaran por dos patologos y se corroborara el diagnoéstico emitido
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previamente. Se hard énfasis en determinar de manera adecuada las variantes

histoldgicas.

Tabla 4. Tabla de variables clinico-patolégicas

Variables Unidad de medicion y/o Tipo de variables
categorias

Edad Afos Cuantitativa continua

Sexo Mujer/Hombre Cualitativa binaria

Enfermedad tiroidea = Si, No Cualitativa binaria

autoimmune (tiroiditis de

Hashimoto, Graves)

Estadio AJCC 8 [, 1L 1V Cualitativa ordinal
T Tla, Tlb, T2, T3a, T3b, T4a, Cualitativa ordinal
T4b

N NO, N1 Cualitativa ordinal

M MO, M1 Cualitativa ordinal
Reseccion del tumor RO, R1, R2 Cualitativa ordinal
Tiroglobulina Concentracién de ' Cuantitativa continua
postoperatoria tiroglobulina en ng/mi

Captacion de foco Si, No Cualitativa binaria

metastasico cervical en

scan postyodo
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Riesgo ATA

Tipo histologico

Focalidad

Numero de ganglios con

metastasis

Expresion génica

Extensibn a  tejidos

blandos peritiroideos

Dosis inicial de yodo

Dosis acumulada
yodo

Seguimiento

Metastasis durante el

seguimiento
Estatus al final

seguimiento

Bajo, Intermedio, Alto

Convencional,

agresivas  (células

hobnail, células columnares)

Unifocal, Multifocal

NUmero de

reportados con metastasis en

la diseccion ganglionar

Fold Change (log2)

Si, No

Milicuries (mCi)

Milicuries (mCi)

Meses

Si, No

Vivo, Muerto
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Variantes

Cualitativa ordinal

Cualitativa nominal

Cualitativa binaria

Cuantitativa discreta

Cuantitativa continua

Cualitativa binaria

Cuantitativa discreta

Cuantitativa discreta

Cuantitativa discreta

Cualitativa binaria

Cualitativa binaria



Andlisis de mutacion BRAF 1799T>A

1.-Extraccion de ADN: Se realizaran dos cortes de 10 micras de tejido embebido en
parafina y se montaran en un portaobjetos. Posteriormente se realizara la
macrodiseccion del tumor. EI ADN serd extraido empleando los kits QIAamp DNA
FFPE Tissue (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las recomendaciones del fabricante.
La concentracion asi como la calidad del ADN de cada muestra se determinara por
espectrofotometria (Nanodrop-Termofisher®).

2.-Amplificacion mediante PCR: Empleando primers especificos se realizara la
amplificacion del exén 15 de BRAF.

3.-Purificacion de productos de PCR: Se purificaran 10 ul de producto de PCR
empleando 1 ul de Streptavidin Sepharose High Performance (GE Healthcare) etanol al
70%, solucion desnaturalizante PyroMark y buffer de lavado Pyromark (Qiagen, USA)
(Qiagen, USA).

4.-Pirosecuenciacion: Los productos de PCR seran hibridados a 80°C en una micro-
placa con una mezcla de 24.2 pl de buffer de alineamiento Pyromark (Qiagen, USA) y
0.8 pl de primer de secuenciacion especifico (Qiagen, USA). La reaccion de
pirosecuenciacion se realizard usando el kit PyroMark Gold Q24 Reagents (Qiagen,
USA) en el equipo PyroMark Q24. Las secuencias obtenidas seran interpretadas con el

software PyroMark Q24 V 2.0 (Qiagen, USA).

Analisis de la expresién génica
El andlisis de expresion génica se dividira en 4 pasos:
1.-Extraccion de ARN: Para este paso utilizaremos el Kit de extraccion RNeasy FFPE

(Qiagen). De manera breve se identifica el area de tumor en la laminilla y se raspa con
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un bisturi para después introducirlo en tubos de 1.5 ml. Se realiza la lisis del tejido con
proteinasa K, posteriormente se une el ARN a una membrana de silice en fase soélida,
se realizan varios pasos de lavado para finalmente eluirlo. Posterior a la elusion se
cuantificard la concentracion y calidad del ARN en un espectrofotometro Nanodrop
1000 y se almacena de -30°C a -15°C.

2.-Retrotranscripcion: En este paso se realizara la sintesis de ADNc con el kit RT2 First
Strand (Qiagen). Para esto se elimina el ADN gendmico y posteriormente se preparan
los componentes de retrotranscripcion en un Mix que incluye nuestro ARN y se incuba
a 42°C por 15 minutos.

3.-PCR en tiempo real: Una vez que tenemos el ADNc se continta con la amplificacion.
Utilizaremos el arreglo RT2 Profiler PCR Array Format R (Qiagen) que consiste en un
arreglo circular de 100 tubos en el que se pueden analizar 4 muestras de la que cada
una ocupa 24 tubos: 16 para genes de diferenciacion, 4 para genes constitutivos, 1
para control de PCR, 1 para control de retrotranscripcion, 2 para controles de
contaminaciéon con DNA gendmico. La PCR se llevara a cabo en un Rotor Gene Q con
el kit RT2 SYBR Green Mastermix.

4.-Calculo de expresion: En esta fase ocuparemos el método de Vandesompele para el
célculo de la expresion relativa [40]. Finalmente, el resultado serd convertido a

logaritmo en base 2 y se procedera con el calculo de PDT.

Andlisis estadistico
Se utilizaron estadisticos descriptivos para el resumen de todas las variables
analizadas como el promedio y la mediana asi como el rango intercuartilar o DE

dependiendo de la forma de la distribucion de cada variable y su escalamiento original.
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Para la estadistica inferencia se utilizaron pruebas estadisticas de contraste de la
hipotesis principal de acuerdo al escalamiento original de las variables incluidas en
nuestro estudio. Para la comparacion de variables dimensionales entre grupos se
utilizara prueba T de Student o U de Mann-Whitney segun distribucion de acuerdo a los
parametros de normalidad (sesgado y curtosis) y Chi cuadrada o exacta de Fischer
para variables categodricas. Construiremos curvas de Kaplan-Meier para aquellas
variables significativas en el modelo de regresion de Cox.

-Analisis de supervivencia y regresion logistica

Se realizaran analisis de regresion logistica binaria y modelo de regresion de Cox uni y
multivariados para determinar los factores predictores independientes de RTYR y de
supervivencia.

-Curvas ROC

Se realizaran curvas ROC para estimar el area bajo la curva de los genes que
muestren diferencias entre CPT RTYR y no RTYR. Cualquier valor de p obtenido para
la prueba de hipotesis de dos colas igual o inferior al 0.05 o0 5% (error alfa) se considero
como estadisticamente significativo. Los analisis y las representaciénes graficas de
resultados se realizaron mediante los programas IBM SPSS statistics v.25.0 y

RStudio v1.3.1093.

27



Cronograma de actividades

Trimestre
Actividades

1 2 3 4 5

Clasificacion de
casos y obtencién
de datos clinico-
patolégicos de los
archivos
electrénicos

Busqueda y
obtencién de los
bloques de parafina
del archivo de
patologia

Extraccion de ARN
y retrotranscripcion

a ADNc
Determinacion de
la expresion

mediante RT-gPCR

Andlisis de los
resultados y
escritura de tesis

Presentaciéon de los
resultados
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RESULTADOS

En el periodo comprendido entre 2002-2012 hubo 583 casos de carcinoma de tiroides
en el INCMNSZ de los que 488 (83.7%) fueron CPT. De acuerdo a los criterios de la
guia ATA 2015 de los 488 casos de CPT, 223 (45.6%) casos correspondieron a bajo
riesgo, 199 (40.7%) a riesgo intermedio y 66 (13.5%) a alto riesgo.

Durante la seleccién de casos identificamos 27 (10.1%) casos de CPT RTYR de los
gue se eliminaron 4 (14.8%) por no contar con material en archivo y 2 (7.4%) por no
tener informacion clinica/histopatologica suficiente. En total se incluyeron 21 casos
(CPT RTYR) y 21 controles (CPT no RTYR), cada grupo integrado por 7 CPT de alto
riesgo (30%) y 14 CPT (70%)de riesgo intermedio de recurrencia. Respecto a los
criterios de RTYR, el criterio que se cumplié con mayor frecuencia fue el IV (47.6%) y el
gue se cumplié con menor frecuencia fue el | (9.5%). Las figuras 7, 8 y 9 muestran el
diagrama de flujo de la seleccién de casos, los criterios de riesgo ATA y los criterios de

RTYR cumplidos por los casos de CPT respectivamente.

CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS

En la tabla 5 se encuentran resumidas las caracteristicas clinico-patolégicas de CPT
RTYR y no RTYR. Los pacientes con CPT RTYR tuvieron una mayor edad (media
52+16.6 vs 41+11.9 afos, p=0.019), tumores mas grandes (mediana 3.2 (2-5.1) vs 2.1
(1.7-3.2) cm, p=0.048), se encontraron en estadios mas avanzados (p=0.005),
presentaron con mayor frecuencia metastasis a distancia durante el seguimiento
(p<0.001) y tuvieron mayores dosis acumuladas de yodo (539.28+132.8 vs 278.57+141

mCi, p<0.001). En total 16 casos, 15 CPT RTYR y 1 CPT no RTYR presentaron
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metastasis a distancia; los sitios de metastasis fueron pulmén (88%), piel (5.5%) y
cerebro (5.5%). Unicamente un paciente con CPT RTYR fue tratado con ITC (sunitinib),

el resto de pacientes con metastasis continGa con vida y se encuentran en vigilancia.

Casos de Carcinomas de
tiroides (2002-2012)
N=583

Casos de carcinomas P
no CPT N=95(16.2%)

Casos de CPT
N=488(83.7%)

Casos de CPT de bajo
riesgo
N=223

Casos de CPT riesgo
intermedio y alto.
N=265

N=238: N=27 (5.5%, 10.1%)
56(alto), 182 (intermedio). 4 de los casos se eliminaron por no
Seleccién aleatoria de 7 riesgo tener material en archivo y 2 no

alto y 14 riesgo intermedio para tuvieron informacion
controles. clinica/histopatoldgica suficiente

21 casos,
7 riesgo alto
y 14 riesgo intermedio

21 controles

Figura 7. Diagrama de flujo que muestra el proceso de seleccién de casos
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Frecuencia

14

12

10

NR R
Estatus yodo radioactivo

Criterios riesgo ATA 2015

Captacion foco metastasico cervical

Extension macroscépica tejidos blandos peritiroideos

Extension microscopica tejidos blandos peritiroideos

Metastasis a distancia

N1 clinico o >5 N1 patoldgico con todos los ganglios afectados <3 cm en la dimensién mas grande
Reseccion incompleta del tumor

Tiroglobulina postoperatoria

Figura 8. Grafica de barras que muestra la frecuencia de los criterios de riesgo
ATA 2015 cumplidos por los casos de CPT RTYR y no RTYR.

Criterios de RTYR

Figura 9. Grafica de sectores que muestra el porcentaje de casos que
cumplieron cada uno de los criterios de RTYR.
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Sitios de metastasis a distancia

Pulmén
Cerebro
Piel

Figura 10. Gréfica de sectores que muestra los distintos sitios de metastasis a
distancia y el porcentaje de casos respectivamente.

Tabla 5. Caracteristicas clinico-patologicas de los paciente con CPT no RTYRy CPT

RTYR
Pacientes con Pacientes con D
CPT no RTYR CPT RTYR
(n=21) (n=21)
Edad (media, DE) 41.67+11.9 52.62+16.6 0.019**

43.06+11.15 52.67+17.04 0.073*
18 (85.7) 15 (71.4)
49 seso

Enfermedad autoinmune, 3(14.3) 1(4.8) 0.606
n(%

Tamafio del tumor (mediana, 2.1(2) 3.2(2.9) 0.048**
RIC
Focalidad 0.116
Unifocal, n(%) 10 (47.6) 15 (71.4)
Multifocal , n(%) 11 (52.3) 6 (28.6)
Margen quirargico 0.757

Positivo, n(%) 9 (42.8) 10 (47.6)
12 (57.1) 11 (52.3)
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Extension a tejidos blandos 20 (95.2) 19 (90.5) 1.0
peritiroideos, n(%)

Reseccién del tumor, n(%) 1.0
RO/R1 21 (100) 20 (95.2)
BN O 147)

Ganglios con metéastasis 4.5 (9.2) 6 (8) 0.822
(mediana, RIC)

Proporcion de  ganglios 49131 53+33 0.625
disecados con metastasis

Tg postoperatoria, ng/mL 1(2.7) 2(9.1) 0.070*
(mediana, RIC)

Metéastasis a distancia al 1(4.7) 3 (14.3) 0.606
momento del dx, n(%)

Metastasis a  distancia 1(4.8) 12 (66.7) <0.001**
durante el seguimiento, n(%)

Estadio AJCC 8, n(%) 0.005**
18 (85.7) 8 (38.1)
3 (14.3) 11 (52.4))

00) 00)
00 269

Dosis inicial de yodo, mCi
(mediana, RIC) 150 (50) 200 (25) 0.175

Dosis acumulada de yodo,

mCi (media, DE) 278.57+141 539.28+132.8 <0.001**
Captacion de foco

metastasico en cuello en

primer scan post tx con yodo 3(14.3) 4 (19) 1.0
Estatus al final del 0937

seguimiento, n(%

21 (100) 18 (85.7)
0 3(142

Meses de seguimiento
(mediana, RIC) 120 (96) 120 (54) 0.269
BRAF 1799T>A, n(%) 17 (85) 20 (90.4) 0.343

Cddigo de significancia: <0.05 (**), 20.05-<0.1 (*).
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ANALISIS DE MUTACION BRAFV600E

La mutacion de BRAFV600E se present6 en el 88% del total de CPT, no encontramos
diferencia significativa entre los CPT no RTYR y los CPT RTYR (85% vs 90.4%,

p=0.343).

ANALISIS DE EXPRESION GENICA

Comparamos la expresion de los 16 genes de diferenciacion entre los CPT RTYR y no
RTYR y encontramos mayor expresion de los genes TSHR, NKX2.1, DUOX1 y FOXE1
en los CPT RTYR en comparacién con los CPT no RTYR (Wilcoxon Rank-Sum test,
p=0.04, p<0.01 y p=0.01 y p=0.01 respectivamente) y de manera contraria SLC5A5
(simporter Na+/I-) se encontré con disminucion de su expresion (Wilcoxon Rank-Sum
test, p=0.01). El gen de TG mostré6 una clara sobreexpresion en los CPT RTYR
(expresion media 4.4+1.5 vs 1.75+4 log2), sin embargo, no hubo diferencia significativa
(Wilcoxon Rank-Sum test, p=0.06). Calculamos el PDT y encontramos diferencia
significativa entre CPT RTYR y no RTYR (Wilcoxon Rank-Sum test, p=0.04). La figura
11 muestra la expresion de cada gen en CPT no RTYR y RTYR, la figura 12 muestra
un mapa de calor con agrupacion no supervisada del total de CPT, las figuras 13 a 15
muestran esquemas hipotéticos de sefializacion de la via TSHR en una célula normal,
una célula de CPT no RTYR y una célula de CPT RTYR respectivamente, basados en

los resultados de la expresion génica.
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Figura 11. Gréfica de cajas agrupadas que muestra la expresion de CPT no
RTYR (NR) y CPT RTYR (R) por cada gen.
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Figura 12. Agrupacién no supervisada con mapa de calor de la expresion de

los 16 genes de cada caso de CPT.
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Figura 13. Esquema de la via de TSHR en una célula folicular tiroidea normal.

La via tiene dos funciones principales: la sintesis de hormonas tiroideas y la
proliferacion y supervivencia celular.
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Figura 14. Esquema de una célula folicular tiroidea de CPT no RTYR. MAPK
es la principal via de activacién oncogénica. La activacion de la via TSHR es
similar a la de una célula folicular normal.
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Figura 15. Esquema de una célula folicular tiroidea de CPT RTYR. Existe sobre
activacion de la via TSHR que junto con MAPK fungen como vias oncogénicas
mientras que la expresion de SLC5A5 se encuentra disminuida.

ANALISIS DE SUPERVIVENCIA Y MODELO DE REGRESION LOGISTICA

Encontramos que los CPT RTYR tienen peor supervivencia libre de recurrencia (SLR)
(media 29.7 (IC95% 21.3-38.2) vs 134.4 (IC95% 94.6-174.1) meses, log-Rank
p<0.001), libre de metastasis a distancia (SLM) (media 106 (68.7-143.2) vs 207.6
(IC95% 191.5-223.6) meses, log-Rank p<0.001) y posiblemente global (SG) (log-Rank
p=0.065) en comparacion con los CPT no RTYR (Figuras 16, 17 y 18). En el analisis
multivariado de SLR encontramos que tanto la Tg postoperatoria (HR 1.01, IC 95%
(1.00-1.03)) como el tamafio del tumor (HR 1.28, IC 95% (1.01-1.62)) son predictores
independientes de recurrencia (Tabla 6, Figuras 19 y 20). En el andlisis multivariado de

SLM ningun parametro fue predictor independiente (Tabla 7, Figura 21). En cuanto a la
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SG no encontramos ningun predictor independiente, sin embargo, el estadio mostro
una clara tendencia (HR 3.75, IC 95% (0.97-14.48) (Tabla 8, Figura 22).

Construimos un puntaje constituido por el promedio de expresion de los genes que
mostraron diferencia significativa en cuanto a expresion entre CPT RTYRy RTYR y por
ende mayor area bajo la curva (AUC, por sus siglas en inglés) (SLC5A5, TSHR,
NKX2.1, DUOX1 y FOXE1) que nombramos PDT simplificado (PDTS). Realizamos un
modelo de regresion logistica univariado en el que los factores predictores fueron edad,
estadio, SLC5A5, TG, TSHR, NKX2.1, DUOX1 y PDTS. Para el analisis multivariado
realizamos exclusién de aquellas variables que mostraban colinearidad mediante el
célculo del Factor de Inflacion de Varianza e incluimos en el modelo final aquellas sin
colinearidad. EI PDTS fue el Unico predictor independiente de RTYR (OR 6.61, IC 95%
(1.57-27.88)) (Tabla 9). EI modelo de regresion mostré6 un porcentaje de prediccion
correcta del 92.5%. Finalmente, construimos curvas ROC del PTDS vy los genes que lo

integraron. (Figura
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Figura 16. Curvas de Kaplan-Meier que muestran la supervivencia libre de
recurrencia en funcion del estatus de yodo radioactivo (log-rank, p<0.001).

Supervivencia Libre de Metastasis a Distancia
Estatus yodo

1.0
radioactivo
ITNR

0.8 IR
- "~ NR-censurado
g —+R-censurado
g os
g
-1
[~ 8
=1
i 0.4
[+
=
=

0.2

Log-Rank, p<0.001
0.0

.00 50.00 100.00 150.00 200.00 250.00

Tiempo en Meses
Figura 17. Curvas de Kaplan-Meier que muestran la supervivencia libre de

metéastasis a distancia en funcion del estatus de yodo radioactivo (log-rank,
p<0.001)

39



Supervivencia Global
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Figura 18. Curvas de Kaplan-Meier que muestran la supervivencia global en
funcion del estatus de yodo radioactivo (log-rank, p=0.065)

Tabla 6. Supervivencia libre de recurrencia

Analisis Analisis
univariado, HR (IC p multivariado, HR p
95%) (IC 95%)
1.01(0.98-1.04) 0.28
1
0.51(0.21-1.21) 0.12
Enfermedad tiroidea 0.72(0.17-3.07) 0.66
autoinmune
1.49(0.84-2.64) 0.16
1.47(1.17-1.85)  <0.01**  1.28(1.01-1.62) 0.04*
Margenes quirlrgicos
1
1.71(0.79-3.68) 0.16
Focalidad
1
Multifocal 0.53(0.23-1.19) 0.12
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metastasico cervical

Extension a tejidos
blandos peritiroideos

1.12(0.26-4.75)

1

5.16(0.63-41.94)

1.15(0.43-3.04)

1.01(1.00-1.02)
1.01(0.99-1.02)

4.43(0.59-32.83)

0.85(0.70-1.04)
0.94(0.81-1.09)
1.07(0.89-1.29)
1.10(0.95-1.28)
1.12(0.92-1.36)
1.17(0.93-1.46)
0.90(0.72-1.13)
1.14(0.94-1.38)
1.18(0.94-1.48)
1.55(1.04-2.32)
1.05(0.83-1.34)
1.08(0.76-1.52)
1.14(0.92-1.39)
0.97(0.85-1.13)
1.19(0.91-1.54)
1.15(0.94-1.41)
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0.87

0.12
0.77

<0.01**

0.06*

0.14
0.12

0.44
0.43
0.17
0.24
0.17
0.37
0.17
0.14
0.03**
0.65
0.65
0.21
0.72
0.18
0.15

Cddigo de significancia: <0.05 (**), 20.05-<0.1 (*).

Numero de ganglios 1.16(1.07-1.26) <0.01** 1.06(0.94-1.19)
con metastasis

1.01(1.00-1.03)

1.64(0.99-2.70)

0.29

<0.01**

0.05*
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Figura 19. Curvas de Kaplan-Meier que muestran la supervivencia libre de
recurrencia en funcidbn de nuamero de ganglios con metastasis (log-rank,
p<0.001)
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Figura 20. Curvas de Kaplan-Meier que muestran la supervivencia libre de
recurrencia en funcién de Tg postoperatoria (log-rank, p=0.045)
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Figura 21. Curvas de Kaplan-Meier que muestran la supervivencia libre de
recurrencia en funcion del tamafio del tumor (log-rank, p=0.044)
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Figura 22. Curvas de Kaplan-Meier que muestran la supervivencia libre de
recurrencia en funcion de la expresion en Log2 de NKX2.1 (log-rank, p=0.038)
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autoinmune

Numero de ganglios
con metastasis

Extension a tejidos
blandos peritiroideos
Reseccion del tumor
RO/Rl

Captauon foco
metastasico cervical
Tg postoperatoria

Dosis inicial de yodo
BRAFV600E

SLC5A5

SLC5A8

TSHR

PAX8
SLC26A4
DIO1
DUOX2

= -
s AN0)

Analisis univariado,

HR (IC 95%)

1.06(1.02-1.10)

1
0.46(0.14-1.50)
1.02(0.13-7.85)

5.08(2.34-11.02)
1.15(0.90-1.47)

1
0.99(0.37-2.61)

1
0.82(0.27-2.45)
1.04(0.93-1.17)

1.06(0.13-8.18)

1
0.47(0-11702)
1.49(0.48-4.58)

0.99(0.97-1.01)
1.0(0.98-1.02)
1.82(0.23-14.09)
0.82(0.60-1.12)
0.99(0.77-1.28)
1.38(0.85-1.51)
1.24(0.94-1.65)
1.18(0.86-1.62)
1.22(0.84-1.78)
0.88(0.64-1.22)
1.09(0.83-1.45)
1.21(0.84-1.74)
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p
<0.01*

0.19
0.98

<0.01**
0.24

0.99

0.73
0.43

0.95

0.63
0.48

0.80
0.51
0.56
0.22
0.97
0.37
0.12
0.29
0.28
0.45
0.50
0.29

Tabla 7. Supervivencia libre de metastasis a distancia

Analisis

multivariado, HR (IC

95%)
1.06(0.98-1.16)

1.39(0.29-6.60)

p
0.13

0.67



2.75(1.17-6.41)
1.03(0.71-1.49)
1.11(0.67-1.86)
0.85(0.60-1.20)
1.02(0.82-1.26)
2.20(1.20-3.38)
1.30(0.94-1.80)

0.01**
0.86
0.66
0.36
0.84

<0.01**
0.10

Cddigo de significancia: <0.05 (**), =0.05-<0.1 (*).
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Figura 23. Curvas de Kaplan-Meier que muestran la supervivencia libre de
metastasis a distancia en funcién de la edad (log-rank, p<0.001)
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Figura 24. Curvas de Kaplan-Meier que muestran la supervivencia libre de
metastasis a distancia en funcién del estadio (log-rank, p<0.001)
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Figura 25. Curvas de Kaplan-Meier que muestran la supervivencia libre de

metastasis a distancia en funcién de la expresion en Log2 de NKX2.1 (log-
rank, p=0.015)
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Figura 26. Curvas de Kaplan-Meier que muestran la supervivencia libre de
metéstasis a distancia en funcion de la expresion en Log2 de DUOX1 (log-
rank, p=0.043)

Tabla 8. Supervivencia global

- Andlisis univariado, Andlisis
HR (IC 95%) p multivariado, HR (IC p

95%)

1.11(1.00-1.23) 0.03** 1.11(0.96-1.28) 0.14

1

2.04(0.18-22.7) 0.56

5.01(0.45-55.69) 0.18

autoinmune

4.39(1.35-14.33)  0.01*  3.75(0.97-14.48)  0.05*

1.08(0.66-1.78) 0.74

1

0.02(0-286.91) 0.42

1

0.82(0.07-9.13) 0.87
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Numero de ganglios 0.83(0.57-1.21) 0.34
con metastasis

Extension a tejidos 24.33(0-3.910E8) 0.70
blandos peritiroideos

Reseccion del tumor
RO/R1 1
2 0.04(0-6.766E10) 0.83

Captacion foco 2.52(0.22-27.90) 0.44
metastasico cervical
Tg postoperatoria 1.00(0.98-1.02) 0.47

Dosis inicial de yodo 1.01-(0.98-1.05) 0.36
RTYR 75.20(0-8.44E5) 0.36
BRAFV600E 24.88(0-9.86E7) 0.67
SLC5A5 1.04(0.64-1.68) 0.85
SLC5A8 0.96(0.54-1.71) 0.91
TSHR 1.10(0.62-1.95) 0.74
TG 1.10(0.69-1.77) 0.67
TP 1.23(0.69-2.18) 0.47
PAX8 1.94(0.66-5.64) 0.22
SLC26A4 0.75(0.35-1.46) 0.37
DIO1 1.36(0.83-2.21) 0.21
DUOX2 1.44(0.75-2.79) 0.26
NKX2.1 1.29(0.46-3.60) 0.62
DIO2 1.64(0.67-4.03) 0.27
GLIS3 0.59(0.21-1.62) 0.30
THRA 0.81(0.49-1.34) 0.42
THRB 0.91(0.58-1.44) 0.71
DUOX1 1.89(0.95-3.75) 0.68
FOXE1 1.25(0.69-2.30) 0.47
Cddigo de significancia: <0.05 (**), =0.05-<0.1 (*).
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Figura 27. Curvas de Kaplan-Meier que muestran la supervivencia global en
funcion del estadio (log-rank, p<0.01)
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Figura 28. Curvas de Kaplan-Meier que muestran la supervivencia global en
funcién del estadio (log-rank, p<0.01)
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autoinmune
quirdrgicos

Multifocal

Numero de ganglios
con metastasis

blandos peritiroideos

Captamon foco
metastasico cervical
Tg postoperatoria

Dosis inicial de yodo

Metastasis al
diagnastico

BRAF V600E
SLC5A5
SLC5A8
TSHR

PAX8
SLC26A4
DIO1

= |-
e ANN) :

OR (IC 95%)

1.06(1.00-1.11)

1
0.41(0.08-2.05)
0.29(0.02-3.38)

8.35(1.77-39.32)
1.35(0.93-1.95)

1
1.21(0.34-4.25)

1
2.75(0.73-10.25)
1.04(0.93-1.17)

0.47(0.03-6.13)

1
1.4e+07(0-)
2.23(0.34-14.58)

1.00(0.99-1.02)
1.01(0.98-1.03)
1.31(0.76-2.27)

3.52(0.33-37.14)
0.58(0.36-0.94)
0.83(0.60-1.16)
1.85(1.13-3.03)
1.47(1.03-2.10)
1.19(0.87-1.62)
1.34(0.90-2.01)
0.68(0.44-1.05)
0.87(0.63-1.27)

Analisis univariado,

50

p
0.01**

0.26
0.31

<0.01**
0.10

0.75

0.12
0.43

0.55

1.00
0.38

0.26
0.27
0.30

0.29
0.02**
0.29
0.01**
0.03**
0.27
0.14
0.08
0.54

Tabla 9. Analisis de regresion logistica para RTYR

Analisis

multivariado, OR (IC

95%)
1.10(0.99-1.22)

13.56(0.29-627.61)

0.07*

0.18



DUOX2 1.16(0.76-1.77) 0.46
NKX2.1 3.15(1.10-9.01) 0.03**
DIO2 0.88(0.55-1.38) 0.58
GLIS3 0.99(0.52-1.86) 0.98
THRA 1.02(0.73-1.41) 0.89
THRB 0.90(0.69-1.18) 0.47
DUOX1 2.63(1.08-6.39) 0.03**
FOXE1 1.77(0.92-3.38) 0.08
PDT 1.40(0.92-2.13) 0.11
PDT simplificado 3.48(1.50-8.06)
Cddigo de significancia: <0.05 (**), 20.05-<0.1 (*).

6.61(1.57-27.88) 0.01**

Curvas ROC
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- I
o0
@ _
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Figura 29. Curvas ROC y AUC para PTDS y cada uno de los genes que lo
integran.
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DISCUSION

Los CPT son tumores que actualmente presentan un excelente prondstico, en nuestro
estudio los pacientes tuvieron una supervivencia a 5 afios de 95.2% y a 10 afios de
93.1%, ligeramente menor comparado con otros estudios, posiblemente porque nuestro
calculo incluye el 50% de pacientes RTYR [41]. Por otra parte, los CPT no RTYR
mostraron supervivencias a 5y 10 afios de 100% mientras que los CPT RTYR tuvieron
una supervivencia a 5 afios de 90.5% y a 10 afios de 86.7% En la literatura reportan
supervivencias de 65% a 5 aflos y 10% a 10 afios en CBDT RTYR, bastante menores
en comparacion con los CPT RTYR de nuestro estudio probablemente porque nosotros
no incluimos otros tumores bien diferenciados como carcinoma folicular o carcinoma de
células de Hurthle tumores que pueden tener peor prondstico, especialmente el Gltimo
[42, 43]. Anteriormente se reconocio la agresividad que conferia la activacion de la via
TSHR a los CPT asociada a mutacion de BRAFV600E, caracterizada sobretodo por la
presencia de inestabilidad gendmica [47] y evasion del sistema inmune [48].

En nuestro andlisis de expresion encontramos sobre activacion de la via de
sefalizacion de tirotropina en CPT RTYR, lo que indica que probablemente al ser
tumores aun fenotipicamente diferenciados utilizan esta via como recurso para
proliferar y sobrevivir siendo complementaria a la via MAPK. Por otra parte, el
silenciamiento selectivo de SLC5A5 (simporter Na+/l-) podria corresponder a un
fendmeno adaptativo en el que las células pueden prescindir de esta parte de la via de
TSHR enfocada esencialmente en la sintesis de hormonas tiroideas y asi promover el
ahorro de recursos energéticos. Otros autores han explorado fenémenos como la

metilacion del ADN o deacetilacion de histonas que explicarian el silenciamiento
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epigenético del gen SLC5A5 [51,52]. El modelo de regresion logistica binaria que
llevamos a cabo mostré un porcentaje de prediccién correcta de 92.5% lo que indica
que el PDTS es un potencial marcador para identificar CPT que tienen mayor
posibilidad de volverse RTYR. En nuestra revision identificamos algunos estudios que
intentan predecir RTYR con variables clinicas y de imagen [46, 49], sin embargo,
ninguno evalué marcadores de alteracidbn gendmica tumoral (e.g. expresién génica).
Respecto a supervivencia (SG, SLR, SLM) no encontramos que el PDTS fuera
predictor independiente.

Un hallazgo interesante es que ninguno de nuestros casos de CPT RTYR mostré algun
componente de variante agresiva, todos correspondieron al tipo clasico. Es reconocido
que variantes agresivas como células altas o células en estoperol tienen
comportamiento agresivo y con mas frecuencia se vuelven RTYR [44]. De manera
similar a otros estudios nuestros casos de pacientes con CPT RTYT se presentaron en
individuos mas longevos, los tumores fueron mas grandes, tuvieron estadios mas
avanzados y tuvieron peor SLR [46]. Respecto a la presencia de mutacion de
BRAFV60E |3 frecuencia que encontramos fue similar a la reportada en estudios del
continente asiatico [53]. Previamente se ha debatido intensamente la asociacion de
BRAFV60E con la agresividad del CPT, nosotros no encontramos diferencias en cuanto
al porcentaje de mutacién entre CPT RTYR y no RTYR por lo que podria no tener un
papel relevante en este contexto [54].

Algunas limitaciones de nuestro estudio son por supuesto su caracter retrospectivo y

los sesgos inherentes al mismo, ademas calculamos los cocientes de riesgo sin incluir
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la cohorte completa de CPT que recibieron yodo radioactivo y como consecuencia

podria existir un aumento en la probabilidad de encontrar falsos positivos.

CONCLUSIONES
Los CPT RTYR representan un reto diagndstico y terapéutico, sumado a esto debemos
agregar que en nuestro centro el 47.6% de los CPT RTYR recibieron dosis tope de
yodo radioactivo (=600 mCi) por lo que reconocerlos de manera temprana evitaria la
exposicion a dosis altas y sus respectivos efectos secundarios. En el presente trabajo
identificamos sobreactivacion de la via TSHR y mediante un modelo de regresion
logistica encontramos que un PDTS podria ayudar en la identificacion de CPT (OR 3.48
(IC95% 1.50-8.06)) que tienen mayor probabilidad de volverse RTYR, lo que lo

convierte en un marcador candidato para validarse en estudios prospectivos.
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