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I. RESUMEN

Antecedentes. Los nodulos tiroideos (NT) son en la mayoria de los casos, los primeros
indicadores de cancer de tiroides (CaT). La evaluacion citologica es el principal analisis para
distinguir NT benignos de malignos, pero el riesgo de resultados indeterminados es alrededor
del 30%. Mutaciones somadticas en genes moduladores de las vias MAPK y P1K3/AKT tienen
un papel crucial en CaT. Asi mismo, la interaccion de estas vias con la desregulacion de la
expresion de genes que facilitan la tumorigénesis podria ser de utilidad para la toma de
decisiones que tienen que ver con la extirpacion quirdrgica y el grado reseccion inicial.
Objetivo. Identificar mutaciones en los genes BRAF, PIK3CA, AKTI y analizar el perfil de
expresion en CLDNI, TIMP1 y KRT19 en neoplasias malignas tiroideas de poblacion mestiza
mexicana. Materiales y métodos. Se analizo la expresion relativa de ARNm en 97 citologias
de NT (CaT = 48) por RT-qPCR, asi como la genotipificacion de las mutaciones rs113488022
(BRAF), 1s121913273 (PIK3CA) y 1s121434592 (AKTI) por qPCR utilizando sondas
especificas. Resultados. Se identifico la sobreexpresion de CLDNI (41.315 + 0.554), KRT19
(11.640 +£0.424) y TIMP1 (4.465 = 0.301) en pacientes con CaT (p<0.001). No se identificaron
mutaciones en PIK3CA y AKTI. La mutacion rs113488022 de BRAF (BRAFV600F) se observa
solo en pacientes con CaT y estd asociada con la expresion de los transcritos analizados
(p<0.05). Conclusion. CLDNI, KRT19 y TIMPI se sobre expresan en CaT con alto valor
predictivo negativo para descartar cancer. La mutacion BRAFV600E se identifico
exclusivamente en CaT, y estd fuertemente asociada con la sobreexpresion de TIMP1, lo que

podria indicar una conexidn bioldgica entre ellos, que puede ser explicada via MAPK.

(Palabras clave: Nodulo tiroideo, Neoplasia en tiroides, Mutacion, Expresion.)
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II. ABSTRACT

Background. Thyroid nodules (TN) are, in most cases, the first indicators of thyroid
cancer (TC). Cytological evaluation is the main test to distinguish benign from malignant TN,
but the risk of indeterminate results is around 30%. Somatic mutations in genes that modulate
the MAPK and P1K3/AKT pathways play a crucial role in TC. Also, the interaction of these
pathways with the deregulation of the expression of genes that facilitate tumorigenesis could be
useful for decision-making related to surgical removal and the degree of initial resection.
Objetive. Identify mutations in the BRAF, PIK3CA, and AKT1 genes and analyze the expression
profile in CLDN1, TIMP1, and KRT19 in malignant thyroid neoplasms of the Mexican mestizo
population. Materials and methods. Relative mRNA expression in 97 TN smears (TC = 48)
was analyzed by RT-qPCR, as well as genotyping of rs113488022 (BRAF), rs121913273
(PIK3CA), and rs121434592 (AKTI) mutations by qPCR using specific probes. Results.
Overexpression of CLDNI (41.315 + 0.554), KRT19 (11.640 + 0.424), and TIMP1 (4.465 +
0.301) was identified in patients with TC (p<0.001). Mutations in PIK3CA and AKT1 were not
identified. The BRAF mutation rs113488022 (BRAFV600E) is observed only in patients with
TC and is associated with the expression of the analyzed transcripts (p<0.05). Conclusion.
CLDNI, KRT19, and TIMP1 are overexpressed in TC with a high negative predictive value to
rule out cancer. The BRAFV600E mutation was identified exclusively in TC and is strongly
associated with TIMP1 overexpression, which could indicate a biological connection between

them, which can be explained via MAPK.

(Keywords: Thyroid nodule, Thyroid neoplasm, Mutation, Expression.)



III. INTRODUCCION

La prevalencia del cancer de tiroides (CaT) se ha incrementado en las tltimas décadas,
alcanzando hasta el 7.4% de todas las neoplasias malignas en México (International Agency for
Research on Cancer, 2022). Los nddulos tiroideos son en la mayoria de los casos, los primeros
indicadores de CaT (Al Dawish, Alwin Robert, Thabet, & Braham, 2018), y las biopsias por
aspiracion con aguja fina (PAAF) guiadas por ultrasonido de alta resolucion han aumentado
significativamente su identificacion (Sadowski et al., 2019). El Sistema de datos e informes de
imagenes tiroideas (TI-RADS) es un método de clasificacion estandarizado para evaluar los
noédulos tiroideos en funcion de las caracteristicas de las imdgenes; desempefia un papel
importante en el diagnostico, el seguimiento y las decisiones terapéuticas de la enfermedad
tiroidea; sin embargo, no es suficiente para clasificar los casos con CaT (Al Dawish et al., 2018;
Tan et al., 2019). La evaluacion citoldgica del nodulo es actualmente el principal andlisis para
distinguir nodulos benignos de malignos, aunque también existe el riesgo de resultados
indeterminados, por lo que aun se necesita un diagnostico certero para evitar cirugias

innecesarias en pacientes con nddulos benignos (Cibas & Ali, 2017).

Los tumores de tiroides son el resultado de cambios en los patrones de expresion génica
que son importantes para los procesos reguladores celulares como el crecimiento, la
diferenciacion, la duplicacion de ADN, la reparacion de errores de apareamiento y la apoptosis
(Agretti et al., 2022). El analisis del perfil de expresion de ARN mensajero en PAAF conduce a
la identificacion de firmas fenotipicas asociadas con lesiones especificas (Flanagan et al., 2008).
KRT19, TIMPI y CLDNI son biomarcadores epiteliales altamente desregulados en el proceso
de tumorigénesis (Abdullah et al., 2019; Flanagan et al., 2008; Gowrikumar et al., 2021; Sun
etal.,, 2021), principalmente en la regulacion de la proliferacion celular, la invasion y la

3



metastasis (Huang et al., 2014; Ju et al., 2015; Song et al., 2016); ademas, se plantea la hipotesis
de que las mutaciones somaticas en BRAF, AKTI y PIK3CA, activadores de la via de
sefalizacion MAPK y FAK-PI3K/Akt, son un evento temprano independiente en comun en la

regulacion positiva de estos genes (Caruso et al., 2014; Song et al., 2016; X. Wang et al., 2019,

p. 19).



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Glandula tiroides

La glandula tiroides (GT) se compone de dos 16bulos que se sitlian a ambos lados de la
parte superior de la traquea, unidos por un istmo, que a veces presenta un l6bulo piramidal que
surge del istmo hacia la laringe (Figura 1). A la gldndula la conforman numerosos foliculos,
cada uno tiene una cavidad central rellena de una sustancia coloide y la rodea una monocapa de

células epiteliales cuboides llamados tirocitos (ACS, 2019; ATA, 2018).

Es una de las glandulas endocrinas mas grandes y la unica que posee la capacidad de
almacenar grandes cantidades de hormona en un sitio extracelular dentro de un material
proteico, que se llama coloide tiroideo. Su funcién es producir hormonas tiroideas, que se
secretan en la sangre y luego se transportan a todos los tejidos del cuerpo. La hormona tiroidea
ayuda al cuerpo a usar energia, mantenerse caliente y mantener el cerebro, el corazén, los
musculos y otros o6rganos funcionando correctamente Las hormonas tiroideas son las Gnicas que
requieren de un oligoelemento, el yodo, para su sintesis (ACS, 2019; ATA, 2018; Santiago-Pena

& Santiago-Pefia, 2020).

Las dos hormonas mas importantes secretadas son T4 y T3, tiroxina y triyodotironina,
respectivamente. Su secrecion la controla la hormona estimulante de tiroides (TSH, por sus
siglas en inglés), la cual secreta la adenohipofisis. Las hormonas tiroideas actian sobre multiples
tejidos y son esenciales para el desarrollo normal, el crecimiento y el metabolismo, en particular
para el sistema nervioso y el corazon, el crecimiento normal y la maduracion esquelética. Una
ausencia o secrecion excesiva produce alteraciones en el metabolismo importantes (Santiago-

Pefia & Santiago-Peia, 2020).



Figura 1. Anatomia de la glandula tiroides.
La tiroides es una glandula endocrina que normalmente se encuentra en la parte frontal inferior
del cuello delante de la traquea. Los dos 16bulos estan unidos por un puente, el istmo, el cual en
ocasiones tiene el 16bulo piramidal. Tomado de Winslow, T. (2012). Anatomy of the Thyroid

and Parathyroid Glands. National Cancer Institute.



La GT tiene dos tipos principales de células; las células foliculares usan yodo de la sangre
para producir la hormona tiroidea que ayuda a regular el metabolismo de una persona.
Demasiada hormona tiroidea (hipertiroidismo) puede causar que una persona tenga
palpitaciones aceleradas o irregulares, dificultad para dormir, intranquilidad, hambre, pérdida
de peso y una sensacion de calor. Por otra parte, muy poca hormona (hipotiroidismo) causa que
una persona sea mas lenta, se sienta cansada y gane peso. La cantidad de hormona tiroidea
segregada por la GT es regulada por la glandula pituitaria, en la base del cerebro, que produce

TSH (Stegmann, Villa, & Marrero, 2018).

El otro tipo celular méas importante en esta glandula son las células C (también llamadas
células parafoliculares) que producen calcitonina, una hormona que ayuda a controlar como el
cuerpo usa el calcio. Otras células menos comunes incluyen las células del sistema inmunitario

(linfocitos) y las células de apoyo (estromales) (ACS, 2019; Stegmann et al., 2018).

En la GT se pueden originar muchos tipos de crecimientos y tumores, siendo la mayoria
de estos benignos (no cancerosos), pero otros pueden ser malignos, es decir, se pueden propagar
a los tejidos cercanos y a otras partes del cuerpo. El término médico para una GT anormalmente
agrandada es bocio. Algunos bocios son difusos, es decir que toda la glandula est4 agrandada.
Otros bocios son nodulares, lo que significa que la glandula est4 agrandada y tiene uno o mas

nodulos (protuberancias) (ACS, 2019).

4.2. Nodulo tiroideo

Un nddulo tiroideo (NT) se refiere a un crecimiento anormal de células tiroideas que forma
una lesion discreta dentro de la GT diferente del parénquima circundante. Algunas lesiones
palpables pueden no corresponder a anormalidades radiologicas distintas (Recio-Cordova et al.,

2020).



En general, solo deben evaluarse los nddulos mayores a 1cm, ya que tienen un mayor
potencial de ser canceres clinicamente significativos. Ocasionalmente, puede haber nddulos
menores a lcm que requieren una evaluacion adicional debido a sintomas clinicos (Figura 2).
Esto sigue siendo muy improbable, y dadas las consideraciones desfavorables de
costo/beneficio, los intentos de diagnosticar y tratar todos esos canceres de tiroides pequefios en
un esfuerzo por evitar resultados extremadamente raros se consideran mas dafiinos que
beneficiosos. La estrategia clinica reconoce que la mayoria de los NT son benignos, pero una
pequefia proporcidon contienen cancer de tiroides (CaT), aun asi, muchos CaT presentan un
riesgo minimo para la salud humana y pueden tratarse de manera efectiva. Con el fin de
diagnosticar y tratar el CaT en la etapa mas temprana, la mayoria de los NT necesitan algun tipo
de evaluacion; estos pueden ser descubiertos por la palpacion durante un examen fisico general
o con estudios imagenoldgicos realizados para evaluaciones médicas, tales como el ultrasonido,
tomografia axial computarizada, resonancia magnética o pet-scan (Recio-Cérdova et al., 2020;

Tamhane & Gharib, 2016).

Patoldgicamente, se clasifican en 5 tipos con caracteristicas histologicas distintas: nddulos
hiperplésicos, neoplasicos, coloides, quisticos y tiroideos. Es fundamental para su evaluacion
médica diferenciar la enfermedad benigna de la maligna. Los nédulos que aumentan de tamafo
son sospechosos de malignidad, pero es probable que las lesiones con un aumento répido de
tamafio durante unas pocas horas sean hemorragicas. Los cambios hemorragicos son mas
comunes en los nodulos malignos que benignos. Un bocio multinodular benigno crece en
tamafio a lo largo de los afios, pero la malignidad generalmente crece en semanas (Zamora,

Khare, & Cassaro, 2022).



Figura 2. Diagrama de seguimiento para un noédulo tiroideo.
Flujo de evaluacion de un nodulo tiroideo segin sus caracteristicas clinicas. Basado de

Tambhane, S, & Gharib, H. (2016). Thyroid nodule update on diagnosis and management.



Los NT pueden ser causados por muchos trastornos: benigno (ndédulo coloide, tiroiditis de
Hashimoto, quiste simple o hemorragico, adenoma folicular y tiroiditis subaguda) y maligno
(cancer papilar, cancer folicular, cancer de células de Hiirthle, cancer anaplésico, cancer
medular, linfoma tiroideo y metastasis de otros tumores, los méds comunes son renales,

pulmonares y de cabeza-cuello) (Tamhane & Gharib, 2016).

Aunque el CaT es la causa mas importante del NT, el cancer s6lo ocurre en menos del
10% de los nddulos. Los tipos de NT no cancerosos mas comunes son los llamados nédulos
coloideos y las neoplasias foliculares. Si un nddulo produce hormona tiroidea independiente de
las necesidades del cuerpo, se le llama nodulo autébnomo y en ocasiones puede conducir a
hipertiroidismo. Si el ndédulo esta lleno de liquido o sangre, se le llama quiste de la tiroides. No

se conoce la causa de los NT no cancerosos (Zamora et al., 2022).

En los ultimos afios el desarrollo de las nuevas técnicas de ultrasonido ha aumentado la
frecuencia de su diagnostico y por ende su incidencia, por ello resulta muy dificil precisar la
prevalencia de malignidad entre los nédulos, porque dependiendo del método diagndstico la tasa
varia ampliamente. Por tal razén, es necesario un estudio juicioso en todo paciente con un NT
con el fin de evitar estudios invasivos innecesarios y detectar aquellos con riesgo aumentado de

neoplasia (Rios et al., 2018).

Se han estudiado diversos parametros clinicos, ecograficos y citologicos, como edad,
sexo, nodularidad, nivel de TSH, autoinmunidad tiroidea y hallazgos ecogréaficos para mejorar
la precision diagnostica y diferenciar entre nddulos benignos y malignos. La TSH es un factor
de riesgo independiente que predice malignidad en un NT, ya que el riesgo de malignidad

aumenta en paralelo con el nivel de TSH sérica (Tam et al., 2018; Zamora et al., 2022).
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La importancia clinica de los NT se relaciona con la exclusion de malignidad, evaluar su
estado funcional y evaluar la presencia de sintomas de presion. Los NT incidentales estan siendo
diagnosticados con mayor frecuencia en los ultimos afios con el uso de técnicas de imagen mas
nueva y altamente sensible, aumentando su prevalencia hasta el 67% en poblacion general,
donde la malignidad es del 3-7%, sin embargo, la alta prevalencia requiere que los médicos
utilicen enfoques basados en la evidencia para su evaluacion y tratamiento (Youssef, Abd-

Elmonem, Ghazy, El Shafei, & Zahran, 2020).

4.2.1. Deteccion y diagnostico de nodulos tiroideos

La mayoria de los pacientes con NT no tienen ningun sintoma y se descubren durante el
examen del cuello que se hace por otra razon, por ejemplo, durante el examen fisico de rutina o
cuando el paciente nota un bulto en el cuello al mirarse en el espejo. Algunos pacientes con NT
se pueden quejar de dolor en el cuello, la mandibula o el oido. Si el ndédulo es suficientemente
grande, puede causar dificultad para tragar o dificultad respiratoria si ejerce presion en el tubo
respiratorio. Raras veces, se puede producir ronquera si el nodulo irrita el nervio que va a la

laringe (ATA, 2018).

Una vez que se descubre el nddulo, se determina si éste es el tinico problema o si toda la
glandula ha sido afectada por una afeccion mas generalizada tal como el hipertiroidismo o el
hipotiroidismo. Los exdmenes de laboratorio iniciales pueden incluir pruebas de sangre para
medir la cantidad de T4 y TSH para saber si la glandula tiroides estd funcionando normalmente.
La mayoria de los pacientes con NT suelen tener pruebas de funcidn tiroideas normales. El
siguiente paso puede consistir en una gammagrafia tiroidea, un ultrasonido de tiroides y/o una
biopsia de puncion por aspiracion con aguja fina (PAAF) de tiroides (Figura 3) (Recio-Cordova
et al., 2020).

11



Figura 3. Puncion por aspiracion con aguja fina (PAAF) de tiroides.
Una PAAF de tiroides guiada por ultrasonido utiliza ondas sonoras para ayudar a colocar una
aguja fina (No. 23) adentro de un nodulo o anormalidad y asi extraer una muestra de tejido.

Modificado de Mayo foundation for medical education and research. (2017). Needle biopsy.
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Las caracteristicas ecograficas junto con los antecedentes familiares y personales del
paciente son elementos diagndsticos importantes para poder seleccionar el nddulo que se debe
biopsiar (Pimienta Concepcion et al., 2017). La ecografia tiroidea permite definir una serie de
caracteristicas de los nddulos: tamafio, forma, margenes, contenido, ecogenicidad,
calcificaciones, vascularizacién, adenopatias. La combinacion de los siguientes signos:
estructura solida, presencia de microcalcificaciones, marcadamente hipoecoico, mal delimitado,
mas ancho que alto en proyeccidon anteroposterior, son caracteristicas ecograficas bien

conocidas de malignidad en los NT (Recio-Cérdova et al., 2020).

La PAAF guiada por ecografia y su posterior analisis citologico representa el estudio mas
seguro, fiable y costo-efectivo para distinguir el nddulo benigno del maligno. Se encuentra un
resultado positivo para cancer en aproximadamente el 5% de las biopsias, pero otro 10% de los
noédulos pueden ser sospechosos de cancer; todos estos nodulos requieren cirugia. Sin embargo,
la tasa de PAAF no diagndstica varia del 15-20%. Estos nodulos se pueden volver a evaluar con

una segunda biopsia o es posible que sea necesario extirparlos mediante cirugia (ATA, 2018).

La clasificacion universalmente empleada para informar los resultados de la citologia
tiroidea es la de comunicado en 2017 como “The Bethesda System for Reporting Thyroid
Cytology” (Cuadro 1). Este sistema incluye seis categorias diagndsticas, cada una con
determinado riesgo de malignidad, lo que facilita la toma de decisiones terapéuticas. Las
categorias de Bethesda III, IV y V se consideran “indeterminadas” aunque realmente son las
categorias IIl y IV las que representan un problema, ya que la citologia no alcanza para predecir
cancer y hasta en un 70% de las veces la cirugia se realiza en forma innecesaria, ya que el nédulo

operado resulta benigno (Haugen, 2017; Recio-Cordova et al., 2020).
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Cuadro 1. Sistema Bethesda de categorias diagndsticas

Bethesda Rle.sgo- de Conducta
malignidad
I Insuficiente o no diagnostico 5-10% Repetir PAAF
11 Benigno 0-3% Seguimiento
Atipia de significado incierto o lesion Repetir PAAF / Estudio
11 . C o 6-30% )
folicular de significado incierto genético / Lobectomia
; : Lobectomia / Estudio
v Sospecha de ne.oplas.1a folicular o 10-40% ‘
neoplasia folicular genético
\% Sospechoso de malignidad 45-75% T1ro1dect0m’1a ©
lobectomia
VI Maligno 94-999 Tiroidectomia o

lobectomia

Basado de Haugen, B. R. (2017). 2015 American Thyroid Association Management Guidelines
for Adult Patients with Thyroid Nodules and Differentiated Thyroid Cancer: What is new and

what has changed?

14



La descripcion de cada categoria se describe a continuacion: 1) No diagnostico o
Insatisfactorio: no existe el nimero de grupos celulares y/o de células, suficientes para hacer un
diagnéstico citoldgico. 2) Benigno: hace referencia a algunos quistes, tiroiditis agudas o
supurativas, tiroiditis transitorias, tiroiditis cronicas y los adenomas que incluyen diferentes
subtipos: macrofoliculares, microfolicular, embrionario, de células de Hiirthle, adenomas
atipicos, adenomas con papilas y adenomas en anillo de sello. 3) Atipia de significado incierto
o lesion folicular de significado incierto: hace referencia al resultado que se obtiene de una
muestra suficiente para diagnodstico, con células foliculares con algunas anomalias nucleares
propias de los carcinomas, pero también presentes en tejidos tiroideos hiperfuncionantes. 4)
Sospecha de neoplasia folicular o neoplasia folicular: aspirados ricos en células foliculares, en
cuyo caso la PAAF, no permite definir si es un adenoma o un carcinoma, ya que solo la invasion
celular de la cépsula, del tejido perinodular o de los vasos sanguineos, definira que se trata de
un carcinoma; en el caso de la ausencia de estas invasiones, la lesion se define como un adenoma
(benigno). 5) Sospechoso de malignidad: presencia de algunos criterios citologicos o de
agrupacion celular, pero no a todos los necesarios para definir como maligna a la lesion. 6)

Maligno: hace referencia a un carcinoma de tiroides (Cibas & Ali, 2017; Haugen, 2017).

La interpretacion histopatologica del tejido tiroideo resecado sigue siendo el estandar de
oro para el diagnodstico. Més alla de simplemente confirmar la enfermedad benigna o maligna,
la caracterizacion histopatologica también proporciona informacion pronostica importante que

predice el riesgo futuro de recurrencia y muerte (Haugen, 2017).

En los ultimos afios, ha tomado importancia el empleo de técnicas moleculares para el
diagnoéstico de PAAF indeterminadas, no obstante, la mayoria de estas pruebas resultan costosas

y los pacientes prefieren someterse a cirugia. Diversos recursos, tales como el analisis de las
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caracteristicas sospechosas del ultrasonido, los marcadores moleculares, la elastografia y el
empleo de aguja gruesa (Core Needle Biopsy, CNB por sus siglas en inglés), pueden ayudar en
la decision terapéutica. En el futuro, la evaluacion ideal de pacientes con resultados citologicos
indeterminados deberia incluir estas herramientas de diagnoéstico nuevas para evitar

tiroidectomias innecesarias (Jung et al., 2020).

4.3. Cancer de tiroides

El CaT se desarrolla en las células foliculares de la GT, producto de un desequilibrio entre
los factores de crecimiento, los receptores de superficie celular, las vias de sefalizacion
intracelular y los factores de transcripcion que desencadenan una proliferacion desordenada, la
destruccion de tejidos adyacentes y la diseminacion a distancia. Caracteristicas clinicas (edad,
sexo, tamafo del tumor, presencia de adenomegalias), histologicas (diferenciacion del tumor,
extension extracapsular, multifocalidad, y subtipo o variante tumoral), hereditarias y de
exposicion accidental o terapéutica (historia de exposicion a radiaciones, absorcion de yodo
radioactivo) son factores pronostico para el desarrollo de este carcinoma (Sosa Martin & Ernand

Rizo, 2016).

El CaT es un problema de salud publica a nivel mundial estimédndose una incidencia anual
de 6.6 casos por cada 100 mil habitantes, siendo el 5° cancer mas frecuente representando el
3.9% de todas las neoplasias malignas, el 3° mas comlin en mujeres desplazando al cancer
cervicouterino y el tumor endocrino més frecuente (90%). En nuestro pais representa el 4°
cancer mas comun en ambos sexos y el 2° en la mujer, reportandose en 2020, 11227 nuevos
casos de CaT (2085 en hombres y 9142 en mujeres, 1:4.3), que representaron el 5.7% del total
de neoplasias malignas, con una incidencia de 8.1 por cada 100 mil habitantes y mortalidad de
0.67 por 100 mil habitantes (International Agency for Research on Cancer, 2022).
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Hay cuatro tipos principales de CaT, divididos en dos categorias de acuerdo con su grado
de diferenciacion. Los tumores bien diferenciados como los papilares son de crecimiento lento
originados generalmente en un solo 16bulo de la GT, a pesar de su tasa de crecimiento suelen
propagarse a los ganglios linfaticos del cuello y representan alrededor del 80% de los CaT. El
otro tipo de tumores diferenciados son los foliculares, los cuales se presentan mas cominmente
en los paises donde las personas no reciben suficiente yodo en la alimentacion y por lo general,
no se propagan a los ganglios linfaticos, aunque se pueden propagar a otras partes del cuerpo,
tal como los pulmones o los huesos; representan alrededor de uno de cada 10 CaT. El prondstico
del cancer diferenciado es bueno, con una tasa de sobrevida a 10 afos que excede el 90%. El
diagnéstico temprano de la enfermedad suele tener curacion mediante la cirugia hasta el 98%,
con una sobrevida de 20 afios (Haugen, 2017; Sosa Martin & Ernand Rizo, 2016). Su factor
prondstico mas importante es la metastasis a distancia que se encuentra en solo el 5% de los
pacientes, pero con alta tasa de mortalidad a 1 afio (50%) (Sipos & Mazzaferri, 2008). Entre el
5%y el 10% de los CaT diferenciados tienen una presencia familiar, sin embargo, en la mayoria
de los pedigries solo dos miembros se ven afectados. Aun asi, estos pacientes deben tener una
historia cuidadosa y un examen dirigido al cuello como parte del mantenimiento de la salud de

rutina (Haugen, 2017).

Por otro lado, también se desarrollan con menor frecuencia tumores poco diferenciados,
pero de gran malignidad que producen metastasis con rapidez y tienen un prondstico mas
precario, tal es el caso del cancer medular el cual representa aproximadamente un 5% de los
CaT, originandose en las células C de la GT que normalmente produce calcitonina (hormona
que ayuda a controlar la cantidad de calcio en la sangre); algunas veces este cancer se puede

propagar a los ganglios linfaticos, los pulmones o al higado, incluso antes de que se detecte un
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NT. Se puede presentar tanto de forma esporadica como familiar o hereditario (20-25% puede
surgir en cada generacion de una familia) (Haugen et al., 2016; Sosa Martin & Ernand Rizo,

2016).

Y los carcinomas anaplésicos, llamados asi debido a que las células cancerosas no se
parecen mucho a las células normales de la tiroides al observarlas con el microscopio, se deriva
de las células tiroideas foliculares y estd asociado con el mayor riesgo de mortalidad de cualquier
tumor que se origine en la tiroides, pero representa solo un pequenio porcentaje de los casos de
cancer de tiroides en general (1.3-9.8%; media de 3.6%). Se propaga rapidamente hacia el cuello
y otras partes del cuerpo. A pesar de su baja frecuencia los carcinomas anaplasicos son
responsable de mas de la mitad de las muertes por CaT, con una supervivencia a 1 afno del 20%

(Bible et al., 2021; Sosa Martin & Ernand Rizo, 2016).
4.3.1.Susceptibilidad genética al cancer de tiroides

La iniciacion y la progresion del cancer surgen como consecuencia de multiples
alteraciones genéticas y epigenéticas, como mutaciones puntuales, reordenamientos
cromosOmicos y eventos epigenéticos que inactivan los genes supresores de tumores o activan
los protooncogenes. La desregulacion este tipo de genes tiene un papel decisivo en el inicio y/o
progresion de la carcinogénesis tiroidea. La determinacion de las alteraciones moleculares
somaticas y/o de linea germinal son marcadores de diagnostico y prondstico util y, herramientas

valiosas para el tratamiento pre y postoperatorio los NT (Ozdemir & Ozdemir, 2014).

Las posibles causas etiologicas genéticas moleculares en el CaT se pueden clasificar de la
siguiente manera: 1) Cancer de tiroides mediado por oncogén. 2) Céncer de tiroides mediado
por gen supresor tumoral. 3) Céancer de tiroides mediado por genes funcionales. 4) Céancer de

tiroides debido a regulacion negativa de miRNA (Ozdemir & Ozdemir, 2014).
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Se han explorado modalidades como el andlisis directo de mutaciones, el perfil de
expresion génica, secuenciacion de ultima generacion y el perfil de expresion de microARN
para mejorar la precision diagnostica de la citologia con PAAF del NT. En el estudio de
mutaciones destacan aquellas que ocurren en activadores de las vias de sefializacion MAPK
(Proteina quinasa activada por mitégeno) y P13K/AKT (via fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-
cinasa—proteina cinasa B), como lo son el gen BRAF, los genes RAS (HRAS, NRAS y KRAS),
PIK3CA y AKTI, asi como reordenamientos RET/PTCI/3 y PAXS8/PPARy, entre otras
mutaciones que se han encontrado podrian utilizarse como marcadores moleculares mas
especificos (Figura 4) (Boufragech et al., 2019; Roth, Witt, & Steward, 2018). Los marcadores
moleculares, solos o en combinacion, pueden ser tUtiles para la estratificacion de riesgo de CaT
y proporcionar una evaluacioén de riesgo significativamente mas precisa que la mutacion de

BRAF por si solo (Haugen et al., 2016).

La mutacion mas comtn en CPT (hasta el 80% casos) ocurre en el gen BRAF (ID 673, B-
Raf protooncogén) el cual codifica para una quinasa serina-treonina clave en la regulacion
intracelular de la via MAPK. Esta mutacion también llamada BRAFV600E, es una transversion
de timina a adenina en la posicion 1799 (T1799A) en el exén 15, a nivel proteico traducido a
una sustitucion de valina por acido glutdmico en el residuo 600 (V600E) adyacente a un residuo
de treonina (posicion 599), produciendo una conducta similar a fosforilacién, por modificacion
de la estructura terciaria al perderse las interacciones hidrofobicas entre el segmento P (el lugar
de activacion de la proteina por medio de fosforilacion) y el segmento de actividad de cinasa,
dando como resultado que la actividad de cinasa de BRAFV600E sea 460 veces mas alta que B-
Raf nativa (Agarwal, Bychkov, & Jung, 2021; Boufragech et al., 2019; Glirbiizler, 2016;

Mondragon-Teran et al., 2016).
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Existe asociacion entre la mutacion BRAFV600E y varios factores de riesgo clinico-
patologicos, como la presencia de fenotipos histologicos agresivos, extension extratiroidea,
metastasis ganglionares y a distancia, e inhibicion de genes implicados en el metabolismo del
yodo por lo que tienen mas probabilidades de desarrollar resistencia al yodo radioactivo (78-
95%) interfiriendo con la quimioterapia tradicional (Barollo et al., 2014; Haugen et al., 2016).
Ademas, los tumores mutados en BRAFV600E tienen una tasa de recurrencia del 8% en

comparacion con solo el 1% en los tumores de tipo salvaje BRAF (Haugen et al., 2016).

También alteraciones de los efectores de la via PI3K/Akt/mTOR por mutaciones
activadoras en P/K3CA (ID 5290, subunidad catalitica p110a del fosfatidilinositol 3-quinasa de
clase I), y AKTI (ID 207, AKT serine/threonine kinase 1), asi como la inactivacion de PTEN,
que regula negativamente esta via (Ricarte-Filho et al., 2009). El 80% de las mutaciones
activadoras en P/K3CA ocurre en uno de los tres puntos calientes en la secuencia de
codificacion de p110a dentro del exon 9 y 20. Dos de las mutaciones estan ubicadas en el
dominio helicoidal de p110a en las posiciones de residuos E542K y E545K, y el tercer punto
caliente (H1047R) est4 ubicado en la porcion C-terminal del dominio quinasa. Estas mutaciones
de ganancia de funcidn se correlacionan con una mayor actividad enzimatica in vitro € induccion
de la fosforilacion de AKT. Las mutaciones en PIK3CA se han reportado en carcinomas de
tiroides foliculares, carcinomas de tiroides pobremente diferenciados y carcinomas anaplasicos

de tiroides (Gymnopoulos, Elsliger, & Vogt, 2007; Ricarte-Filho et al., 2009).

Por su parte, la proteina conocida como Akt tiene un peso molecular aproximado de
57kDa, que es una cinasa de serina/treonina codificada por el gen AK77 (Mondragén-Teran
et al., 2016). Una mutacion somatica en el dominio de homologia pleckstrin en AK7/ producida

por una sustitucion de 4cido glutdmico por lisina en el aminoacido 17 (E17K) es también capaz
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activar la via P13K/AKT. Lys 17 altera las interacciones electrostaticas y forma nuevos enlaces
de hidrégeno con un ligando fosfoinositido, aumentando la fosforilacion de AKT en el dominio
de homologia pleckstrin (PHD). Esto, da lugar a cambios estructurales en el PHD que alteran
su interaccion con el inhibidor VIII de AKT1/2, lo que provoca la activacion constitutiva de la
quinasa AKT1 hasta 4 veces mas, estimulando la sefializacion rio abajo (Carpten et al., 2007;
Ricarte-Filho et al., 2009). La activacion de AKT esta asociada con la invasion tumoral en los

subtipos papilar y folicular de CaT. (Ricarte-Filho et al., 2009).

Los descubrimientos de nuevas mutaciones involucrados en la patogénesis del CaT,
pueden llegar a ofrecer nuevos objetivos terapéuticos efectivos donde la deteccion de
mutaciones permitiria subclasificar a los pacientes y recomendar un manejo quirirgico

adecuado.
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Figura 4. Vias de sefializacion en cancer de tiroides.
La patogénesis molecular del céncer de tiroides implica la desregulacion de las vias de
sefializacion MAPK (Proteina quinasa activada por mitogeno) y PI13K/AKT (via
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-cinasa—proteina cinasa B). La via MAPK se activa con
frecuencia en el cancer de tiroides a través de mutaciones puntuales de los genes BRAF'y RAS
y reordenamientos RET/PTC; la via P13K/AKT se activa frecuentemente a través de mutaciones

puntuales de PIK3CA, AKT1 y mutacidén/delecion de PTEN.

Adaptado de Roth, MY, Witt RL, Steward, DL. (2018). Molecular Testing for Thyroid Nodules:

Review and Current State.
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4.3.2. Perfiles de expresion de ARNm implicados en neoplasias en tiroides

Los perfiles de expresion génica ofrecen evidencia adicional para apoyar el modelo de
progresion del carcinoma de tiroides. En la tiroides, como en otros 6rganos, los genes que se
encuentran expresados diferencialmente entre el tejido tiroideo normal y los carcinomas
tiroideos pueden usarse como objetivos para el diagndstico y la terapia de base molecular.
Desarrollos recientes en tecnologias destinadas a identificar genes expresados diferencialmente,
como andlisis de expresion por PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) en tiempo real,
analisis de transcriptoma, hibridacion diferencial, entre otros, han identificado algunos genes

cuya expresion es diferencial en el CaT (Roth et al., 2018).

El microambiente tumoral contribuye al desarrollo del cancer y promueve la angiogénesis,
invasion, metastasis e inflamacion cronica. La adhesion celular determina la polaridad celular y
estd implicada en el mantenimiento de los tejidos. Las anomalias en la adhesion celular son
caracteristicas morfoldgicas de los tumores malignos y tienen efectos sobre la biologia del

cancer (Qiu et al., 2018).
4.3.2.1. Claudina 1

Se ha demostrado que tanto un aumento como una disminucién en la expresion de la
proteina del gen Claudina-1 (CLDNI) estan asociados con la tumorigénesis. CLDNI es un
miembro de la familia claudina, proteinas integrales de membrana que son cruciales para la
formacion y funcion de las uniones estrechas (Zhang et al., 2016). Las uniones estrechas son un
modo de adhesion de célula a célula del epitelio normal, unen mecanicamente las células,
forman la barrera epitelial contra el transporte paracelular y mantienen la polaridad de las células
epiteliales; por lo que se ha relacionado la alteracion de las claudinas con la progresion del

cancer (Huang et al., 2014; Qiu et al., 2018; Zhang et al., 2016).
23



Las células neoplasicas frecuentemente muestran deficiencias estructurales y funcionales
en las uniones estrechas. La progresion del cancer puede explicarse en parte por la pérdida de
uniones estrechas. La disminucion de CLDNI estimula la progresion e invasion del tumor en
algunos canceres, incluido el cancer de prostata, mama y colon, mientras que, en el carcinoma
de células escamosas esofagico y céncer cérvico uterino, el aumento de la expresion se
correlacioné con la progresion tumoral (Ersoz, Mungan, Cobanoglu, Turgutalp, & Ozoran,
2011; Qiu et al., 2018; Zhang et al., 2016). La razén de esta discordancia en la expresion de
CLDNI entre diferentes tipos de tejido, podria deberse a diferencias en las propiedades del

microambiente o del propio tejido (Ersoz et al., 2011).

La sobre expresion de CLDN1 en céancer cervicouterino puede aumentar la capacidad anti
apoptdtica y promover la capacidad invasiva mediante la transformacién celular inducida por la
desregulacion de CLDNI, promoviendo el aumento de la proteina mesenquimal vimentina y
disminuyendo E-cadherina, lo que induce la transicion epitelial-mesenquimal (EMT) a través
de la estimulacion de SNAII (regulador negativo de E-cadherina) por CLDN]. La regulacion a
la baja de E-cadherina se ha caracterizado como el principal marcador responsable de la pérdida
de contactos célula-célula en los eventos de EMT, permitiendo la invasion e intravasacion de
células tumorales en los tejidos circundantes, la circulacion sanguinea y linfatica. (Zhang et al.,

2016).

4.3.2.2. Inhibidor tisular de metaloproteinasas 1

El Inhibidor tisular metaloproteinasa 1 (7IMP1), es uno de los miembros principales de la
familia de genes 7IMP. Tiene un peso molecular de 23 KDa, que consta de una estructura de
dos dominios que posee actividades de sefializacion inhibidoras de metaloproteinasas de matriz

(MMP) y actividades de sefializacion similares a las citocinas. Los genes TIMP participan en
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mas funciones bioldgicas independientes de la MMP, incluidas la antiapoptosis, la
antiangiogénesis, la regulacion del ciclo celular y las actividades de diferenciacion en células

epiteliales o derivadas de la sangre (Shou et al., 2022).

La expresion desregulada de TIMP1 se asocia con un prondstico desfavorable en una serie
de tumores, como el carcinoma papilar de tiroides, cancer gastrico y cancer de mama (Song
et al., 2016). TIMP] tiene un papel importante en la invasion de tumores y la metéstasis, debido
su contribucion en la expresion de las MMP, enzimas proteoliticas que degradan los
componentes proteicos de la matriz extracelular durante la invasion del tumor. Por lo tanto, el
aumento de la actividad proteolitica asociada con la metastasis tumoral podria ser facilmente
explicada por la reduccion de la actividad de 7/MP1 dando como resultado mayor actividad de

MMP (Hawthorn et al., 2004).

Por el contrario, otros autores han indicado que la sobreexpresion de TIMP1 se asocia con
peor pronodstico en esta patologia, via independiente de su funcién natural como inhibidor de
MMP. Ensayos de identificacion de la proteina en tejido tumoral de cancer de células renales y
tejido adyacente sano, demostraron expresion significativamente mayor en cancer; ademas,
TIMP] se localizaba principalmente en las membranas y el citoplasma de las células cancerosas
y las células epiteliales tubulares renales. Asi mismo, el silenciamiento de TIMPI reprime
significativamente las tasas de proliferacion, y conduce a la regulacion negativa de N-cadherina
y la regulacion positiva de E-cadherina, proteinas involucradas en la EMT. Mientras que su
sobreexpresion acelera la proliferacion celular, por lo tanto, su sobreexpresion en cancer podria

promover la proliferacion, migracion e invasion via EMT (Shou et al., 2022).
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4.3.2.3. Queratina 19

Queratina 19 (KRT19) es el miembro mas pequefio (40 kDa) de las proteinas de la familia
de citoqueratinas de tipo I 4cidas; es una proteina de filamento intermedio, parte del andamiaje
del citoesqueleto dentro de las células epiteliales responsable de la rigidez estructural, por lo
que se utiliza frecuentemente como marcador de células y tejidos epiteliales (Menz et al., 2021).
Las queratinas se regulan dindmicamente e interactian con una variedad de proteinas celulares,
incluidas quinasas, receptores, adaptadores y otros tipos de moléculas efectoras para regular las
respuestas celulares de apoptosis, migracion y crecimiento. KRT19 se utiliza como marcador
para la deteccion de células tumorales diseminadas en ganglios linfaticos, sangre periférica y
médula d6sea de pacientes con cancer de mama, y su positividad podria considerarse como un

indicador de pronostico (Ju et al., 2015).

KRT19 se expresa diferencialmente en varios tipos de cancer. Se ha reportado su sobre
expresion en cancer de mama, tiroides, colon, higado e intestino, asocidndose con malos
resultados clinicos en los pacientes promoviendo la proliferacion y migracion celular (Saha,
Kim, Yang, Choi, & Cho, 2018). Resultados contradictorios han descrito correlaciones
significativas entre la expresion reducida y caracteristicas tumorales fenotipicas desfavorables

en carcinoma papilar de tiroides y cancer de mama. (Menz et al., 2021).

4.4. Antecedentes

Las directrices de la Asociacion Americana de Tiroides recomiendan la incorporacion de
pruebas moleculares para manejar pacientes con NT indeterminados con el fin de limitar
cirugias innecesarias (Dom et al., 2018), estas pruebas se basan principalmente en el analisis de
la expresion génica en ARN o en la deteccion de mutaciones somaticas. Con los perfiles de

expresion de ARN mensajero (ARNm) o microARN, se requiere alta sensibilidad para
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recomendar el seguimiento clinico de forma segura. Por el contrario, la deteccion de mutaciones
especificas del ADN y/o reordenamientos cromosémicos, busca confirmar malignidad, por lo
que es necesaria una alta especificidad para identificar a los pacientes que se beneficiarian de la
cirugia (Livhits et al., 2021; Nikiforov et al., 2011). Actualmente se encuentran disponibles una
serie de pruebas basadas en la identificacion de cientos de alteraciones simultdneamente. El uso
de estas herramientas impacta en la toma de decisiones para el manejo de NT indeterminados,
sin embargo, el acceso a estos ensayos es aun limitado, ya que la mayoria de las veces estas
pruebas requieren una muestra de PAAF congelada adicional dedicada al estudio molecular,
dificil de obtener en la practica diaria, especialmente porque el diagndstico de categoria
indeterminada no se conoce en el momento de la biopsia (Dom et al., 2018), ademas de la
necesidad de enviar las muestras al extranjero a laboratorios centralizados, el tiempo y alto costo
de analizar cientos de alteraciones. Por lo anterior, la cirugia sigue siendo la opcion mas
frecuente para determinar el diagnostico definitivo de NT indeterminados en la mayor parte del
mundo (Gonzalez et al., 2017; Nikiforov et al., 2011). Esto demuestra que la busqueda de
biomarcadores que puedan ser de utilidad en nuestra poblacion sigue siendo un desafio, en el
que es necesario clasificar de inicio su efectividad para confirmar o discriminar cancer, antes de

poder ser evaluados en citologias indeterminadas.

La identificacion de mutaciones tiene un alto valor prondstico dependiendo del gen
mutado, por lo tanto las investigaciones genéticas tienen potencial para dirigir el diagnostico y
manejo quirurgico, pero especialmente para adaptar la terapia y el seguimiento al paciente
(Vallejo Casas, Munioz Marquez, Mesia Nin, Capdevila Castillon, & Aller Pardo, 2014). No

obstante, su sensibilidad puede variar, y la investigacion actual también hace uso de
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clasificadores de expresion basados en ARNm para identificar nddulos sospechosos (Dom et al.,

2018).

4.4.1.Rutas de sefnalizacion en cancer de tiroides

La via MAPK es una ruta de sefalizacion importante en la que se regulan mecanismos
procesos de crecimiento, diferenciacion, proliferacion, apoptosis y migracion celular. Se ha
demostrado que los genes que codifican moduladores de la via MAPK tienen un papel crucial

en la transformacion maligna del CaT papilar (Barollo et al., 2014)

En tiroides esta via es activada por la subfamilia ERK-1/2, como respuesta a un estimulo
mitogénico, como un factor de crecimiento. Su activacion se da cuando un receptor de
membrana se une a su ligando. El receptor activa una proteina de tipo G con actividad cinasa
(Ras), Ras recluta por fosforilaciones al primer efector de la cascada, una cinasa de la familia
Raf, siendo B-Raf (codificada por BRAF) la de mayor actividad, esta activa en seric a MEK-1/2
quienes activan a ERK-1/2, que finalmente es translocado dentro del ntcleo para fosforilar a
factores de transcripcion y activar/inhibir genes especificos involucrados principalmente en
proliferacion celular. Si bien esta cascada de sefializacion se encuentra de forma constitutiva en
todas las células normales del organismo, en la célula cancerosa cada componente de la cadena
puede presentar mutaciones que favorecen la hiperactividad de las cinasas participantes, lo que

incrementa exponencialmente la actividad celular (Figura 4) (Mondragon-Teran et al., 2016).

Las mutaciones reportadas como mds frecuentes en el cancer papilar de tiroides son:
mutaciones en BRAF, RAS'y rearreglos en el gen RET/PTC (receptor de membrana con actividad
de tirosincinasa). Todos ellos involucrados en la via de sefializacion intracelular que activa al
efector nuclear ERK. Estas alteraciones se encuentran exclusivamente en pacientes con cancer

papilar de tiroides (Giirbiizler, 2016; Mondragén-Teran et al., 2016).
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La presencia de la mutacion BRAFV600E, cuya prevalencia ha sido reportada entre el 27
y el 80% en distintas poblaciones de pacientes con CaT, resulta en un incremento de mas de 400
veces la actividad de B-Raf, lo que produce la activacion rio debajo de los efectores de la cascada
hasta ERK, que aumentan su capacidad de fosforilacion y, con ello, la actividad de diversos
genes claves para el metabolismo, proliferacion y apoptosis celular llevando a la transformacion
de células normales en células cancerigenas, ademés de mantener su proliferacion sin necesidad

de la proteina Ras, para la activacion de la via de sefializacion (Mondragéon-Teran et al., 2016).

La expresion de KRT'19 es regulada positivamente por moléculas de la via MAPK activada
por HER2; la fosforilacion de KRT19 en el residuo S35 por Akt, también activado por HER2,
induce su localizacion a membrana, una vez en la membrana puede unirse y estabilizar a HER2
por ubiquitinacion. A su vez, la fosforilacion de KRT19 en S35 es un requisito absoluto para la
transicion de una forma filamentosa a una granulosa, que podria ser responsable del desmontaje

del filamento (Figura 5) (Ju et al., 2015).

Similar a MAPK, la via P13K/AKT también juega un papel importante en los tumores
tiroideos, y su estimulacion aberrante se encuentra en alrededor del 10-15% del CaT folicular,
anaplasico y, en menor medida, en carcinoma papilar. Esta via estd implicada en varios procesos
celulares como diferenciacion, crecimiento, proliferacion, apoptosis y angiogénesis. Cabe
sefialar que existe una importante diafonia entre las vias P13K/AKT y MAPK, lo que refleja
una imagen mas compleja de los recursos celulares (Barollo et al., 2014; Mondragén-Teran

etal., 2016).

En condiciones fisiologicas, la fosfatidilinositol-3 quinasa (PI3K) se recluta en la capa
interna de la membrana plasmatica mediante adaptadores de proteinas que pueden activarse

mediante multiples receptores de tirosina quinasa transmembrana. Ademas, algunas isoformas
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tienen un dominio de unidon que permite la activacion desde RAS (Valvo & Nucera, 2019). La
PI3K es un heterodimero compuesto por una subunidad catalitica (p110 o PIK3CA) y una
subunidad reguladora (p85). La fosforilacion de p85 conduce a un cambio conformacional de
dicha proteina que lleva a la unién de la subunidad catalitica. PIK3CA fosforila a PIP2
generando al segundo mensajero PIP3. La acumulacion de PIP3 activa la cascada de
sefalizacion que inicia con el reclutamiento de AKT a la membrana y su posterior activacion
por fosforilacion. AKT tiene multiples blancos, que se involucran en procesos de diferenciacion,

proliferacién celular o apoptosis (Figura 5) (Carpten et al., 2007).

Las mutaciones somaticas en el exon 9 y 20 de PIK3CA, que codifica la subunidad
catalitica pl10a de PI3K, son frecuentes en muchos tumores humanos, con una interesante
coexistencia con BRAFV600E en los tumores indiferenciados. En presencia de estas
alteraciones genéticas, la quinasa no es sensible a su subunidad reguladora y no se desactiva
(Valvo & Nucera, 2019). Un incremento en la actividad de P13K/AKT por arriba de lo normal,
se asocia con transformacion celular oncogénica, principalmente en el carcinoma folicular de
tiroides. Por otro lado, los cambios genéticos que utilizan tanto la via MAPK como la PI3K/Akt
se demuestran en el 81% de los CaT anaplésicos (Giirbiizler, 2016). Claudina-1 media sus
efectos oncogénicos y metastasicos a través de la activacion de la senalizacion de Src y
P13K/AKT (Gowrikumar et al., 2021). Ademas, se han reportado sitios de fosforilacion por

Aktl y MEK en KRT19, asociandose con procesos de invasion y metéstasis (Ju et al., 2015).

Asi mismo, la sobreexpresion de TIMPI esta asociada con la activacion constitutiva de
FAK, un regulador corriente arriba de la via PI3K/Akt. La fosforilacion de AKT podria regular
al alza la ciclina D1y a la baja los inhibidores p21 y p27 de la ciclina D quinasa, 1o que promueve

la progresion del ciclo celular. Ademas, AKT fosforila a BAD, liberando su interaccion con Bel-
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2 (miembro anti apoptotico de la familia bcl-2) y activacion de este Gltimo. La familia MAPK
también puede fosforilar a BAD, liberando a Bcl-2 anti apoptdtico en las células (Song et al.,

2016).

Por ultimo, la via de sefializacion de NF-kB (factor nuclear kappa B) desempefia un papel
importante en el desarrollo y la progresion del cancer, proporcionando un vinculo mecanico
entre la inflamacion y el cancer. NF-kB puede inducir la proliferacion tumoral, bloquear la
apoptosis y promover la angiogénesis y la invasion. En CaT la via NF-kB tiene un papel
oncogénico, principalmente por 1) la activacion de NF-kB por BRAFV600E de forma
independiente a MEK (Figura 5); 2) RET/PTC3, a través de la estabilizacion de la quinasa
inductora de NF-kB (NIK); 3) PAX8/PPARY, debido a la reduccion de la abundancia de proteina
PPARy. Ademas, la activacion constitutiva de la via P13K-AKT debido a la inactivacion de
PTEN aumenta la actividad de NF-kB, lo que acelera la progresion del cancer (Valvo & Nucera,
2019). El aumento de la actividad de NF-kB se asocia con carcinogénesis tiroidea y progresion

tumoral (Bommarito et al., 2011).
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Figura 5. Rutas de sefializacion en cancer de tiroides

Mutaciones puntuales en los genes BRAF, PIK3CA y AKT1, incrementan la actividad de las vias
MAPK y PIK/AKT, asocidndose con transformaciones celulares oncogénicas. Mutaciones
puntuales en BRAF, también pueden influenciar la actividad del NF-kB por fosforilacion de su
inhibidor IKB, promoviendo su degradacion. Con lo que NF-kB se libera para su translocacion
anucleo, promoviendo la transcripcion de distintos blancos, entre ellos CLDN1 y TIMP1, donde
la conexion se puede denotar por tumores mas agresivos. Ademas, se han reportado sitios de
fosforilacion por Aktl y MEK en KRT'19, asocidndose con procesos de invasion y metastasis.

Creada con BioRender.com
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V. JUSTIFICACION

El cancer de tiroides (CaT) es un problema de salud publica a nivel mundial. En México
representa el 4° lugar nacional y el 2° mas frecuente en la mujer. Los nodulos tiroideos (NT)
constituyen una de las entidades clinicas mas comunes del sistema endocrinolégico, y debido a
que aproximadamente un 10% de estos nddulos representan malignidad es importante
clasificarlos, estratificar el riesgo de CaT, proporcionar un tratamiento médico adecuado y
seleccionar los pacientes que se pueden beneficiar de manejo quirtrgico.

Si bien hay un aumento significativo en la deteccion del CaT debido a la utilizacion de la
biopsia por aspiracion con aguja fina en combinacion con ultrasonido, en ocasiones el resultado

es ineficaz para el diagnostico, por lo tanto, se requieren herramientas mejoradas.

Las pruebas moleculares basadas en deteccion de mutaciones somaticas o cambios en la
expresion genética colaboran en el diagnostico de esta patologia, sobre todo en el caso de los
indeterminados. El desafio es elegir la combinacion de genes cuyo perfil discrimine nodulos
benignos de malignos en muestras citoldgicas. Mutaciones puntuales en BRAF, PIK3CA 0 AKT1
inciden en la sobre activacion de las rutas de sefializacion MAPK y PI3K/Akt, de gran
importancia en la tumorigénesis tiroidea. Asi mismo, la desregulacion de la expresion de
KRT19, TIMP1 y CLDNI, facilita la proliferacion, invasion y metastasis de células cancerigenas
en diversos tumores. Por lo anterior, esta serie de marcadores ADN-ARN podria confirmar
malignidad en neoplasias tiroideas, con base en la evidencia bibliografica sobre interacciones
de estos genes a través de las rutas de sefializacion MAPK y PI3K/Akt, por lo que resulta de

interés analizar asociaciones entre ellos.
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VI. HIPOTESIS

La identificacion de mutaciones en los genes BRAF, PIK3CA, AKTI y el perfil de

expresion en CLDNI, TIMP1 y KRT19, confirma malignidad en neoplasias tiroideas.
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VII. OBJETIVOS

7.1. Objetivo general

Identificar mutaciones en los genes BRAF, PIK3CA, AKTI y analizar el perfil de expresion

en CLDNI, TIMP1 y KRTI19 en neoplasias malignas tiroideas de poblacion mestiza mexicana.
7.2. Objetivos especificos

7.2.1. Analizar mutaciones en los genes BRAF, PIK3CA y AKTI en pacientes con cancer de
tiroides y neoplasia benigna.

7.2.2.Cuantificar la expresion de los genes CLDN1, TIMP1 y KRT19 de pacientes con cancer
de tiroides y neoplasia benigna.

7.2.3.Comparar el perfil de mutaciones y de expresion en pacientes con cancer de tiroides y
neoplasia benigna.

7.2.4. Asociar el perfil de expresion y mutaciones genéticas de cada paciente con las

caracteristicas clinicas.
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VIII. MATERIALES Y METODOS

8.1. Tipo de estudio

Se realizd un estudio transversal, observacional y comparativo. El estudio bioldgico fue
in vitro donde se buscaron mutaciones en genes asociados al cancer de tiroides (CaT) de ADN
extraido de biopsias de puncién por aspiracion con aguja fina (PAAF) de la poblacidn de estudio.
Y se evaluo el perfil de mutaciones de genes implicados en el desarrollo de nddulos tiroideos
(NT) en las mismas muestras. Asi mismo se realiz6 la toma de muestra sanguinea para estudios

posteriores.
8.2. Poblacion
Pacientes de sexo indistinto con presencia de nodulos tiroideos.

8.2.1. Tamaiio de la muestra

Pacientes que accedieron a participar en el proyecto con firma de consentimiento

informado (Anexo), durante el periodo de agosto de 2018 a agosto de 2021.

Foérmula para la comparacion de dos proporciones:

= [Z-x *wgpil—pj +Z, *ulpl{l_ﬁ?l]"'}?z{l_.pz”]
B {pl_pg} =73

Za = Valor Z correspondiente al riesgo deseado = 1.645 = o =0.05

Z b= Valor Z correspondiente al riesgo deseado = 0.842

pl = Valor de la proporcion en el grupo de referencia, placebo, control o tratamiento

habitual = 0.7

36



p2 = Valor de la proporcion en el grupo del nuevo tratamiento, intervencion o técnica =

0.5
p = Media de las dos proporciones pl y p2
8.2.2. Recoleccion de datos

La recoleccion de los datos se realizé mediante aplicacion de cuestionario directo a las
pacientes (Ver Anexo) y/o revision de su expediente clinico evaluado por un médico adscrito a
cada institucion, recopilando los datos clinicos y patologicos de las pacientes que incluye los
siguientes parametros: sexo, edad, diagnéstico histoldgico, factores clinico-patologicos,

antecedentes familiares de CaT y enfermedad autoinmune de tiroides.
8.3. Grupos de estudio

En el estudio se incluyeron todos los pacientes que aceptaron participar en el estudio,

estos fueron clasificados en dos grupos que se describen a continuacion.

- Pacientes con cancer de tiroides (PCT)
- Pacientes con neoplasia benigna (PNB)

8.3.1. Criterios de inclusion

- Diagnostico histologico del nodulo tiroideo realizado por un médico especialista.
- Ser de nacionalidad mexicana.

- Las muestras de biopsias de tejidos se estratificaran por diagndstico citoldgico.
8.3.2. Ciriterios de exclusion

- Pacientes sin estudio citolédgico.
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Pacientes que hayan recibido terapia con yodo radioactivo antes de la toma de

muestra.

8.3.3. Criterios de eliminacion

- Muestra no apta para el estudio.

Pacientes que decidan retirarse voluntariamente durante la investigacion.
8.4. Disefio metodologico
8.4.1. Obtenciodn de la muestra

Aceptada la participacion en el proyecto, se procedio a la obtencion de la muestra. La
muestra se colectd en 350uL de solucion RNA protect Cell Reagent (Qiagen NV, DE) y se
transporta al Laboratorio de Biomedicina Molecular de la Unidad Académica de Ingenieria en
Biotecnologia de la Universidad Politécnica de Sinaloa para ser almacenadas a -20°C hasta su

analisis molecular.

8.4.1.1. Extraccion de dacidos nucleicos de PAAF

8.4.1.1.1. Acido desoxirribonucleico (ADN)

Para la extraccion de ADN de células en circulacion se utilizo el kit comercial QIAmp
DNA Mini Kit (Qiagen NV, DE). El kit purifica ADN total con un tamafio de hasta 50 kb, con
fragmentos predominantes de aproximadamente 20-30 kb (Qiagen, 2016). Las muestras
almacenadas en RNA protect Cell Reagent se centrifugan a 10,000G por 10 min, posteriormente
se retira el sobrenadante y se realiza un lavado con 1ml de PBS 1X homogenizando con vortex.
Se realiza otra centrifugacion a 4,500G durante 5 min, al finalizar se retira el sobrenadante y se
resuspende el sedimento en 200ul. de PBS 1X. A continuacién, se realiza la metodologia
sugerida por el fabricante, la cual consiste en el lisado de las células y purificacion del ADN

38



utilizando una columna de centrifugacion QIAmp Mini Spin para recuperar el ADN después de

una serie de lavados en 50uL de buffer suministrado por el proveedor.
8.4.1.1.2. Acido ribonucleico (ARN)

Para la extraccion de ARN total de células en circulacion se utilizo el kit comercial
RNeasy Plus Micro Kit (Qiagen NV, DE) siguiendo las instrucciones del proveedor. El kit
purifica ARN desde 5x10° células con una concentracion final de hasta 45ug libre de ADN
genomico. Las muestras se lisan primero y se homogenizan. El lisado se pasa a través de una
columna de centrifugacion gDNA Eliminator. Posterior a ello la muestra se aplica a una columna
de rotacion RNeasy MinElute uniendo el ARN a la membrana y eliminando los contaminantes

(Qiagen, 2014).
8.4.1.2. Cuantificacion y grado de pureza de dacidos nucleicos

La concentracion de los acidos nucleicos se evalud por espectrofotometria utilizando

NanoDrop OneC (Thermo Fisher Scientific, US).
La integridad y se verifico en geles de agarosa al 1.5% con 0.5ug de material genético.
8.4.2. Analisis molecular

El analisis molecular de las muestras se dividio en dos partes. La identificacion de
mutaciones de PIK3CA (rs121913273), AKT1 (rs121434592) y BRAF (rs113488022), se realizd
por discriminacion alélica por medio de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real (qQPCR). En el caso del perfil de expresion de CLDNI, TIMPI y KRTI9, se
determiné la expresion relativa de cada gen por qPCR, con la retro transcripcion previa del

ARNm. A continuacion, se detalla la metodologia utilizada en cada caso.
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8.4.2.1. Genotipificacion para identificacion de mutaciones

Se analizaron las mutaciones en los genes de interés (Cuadro 2) por medio de la técnica
de qPCR utilizando sondas especificas en un termociclador en tiempo real StepOnePlus
(Thermo Fisher Scientific, US). La reaccion de amplificacion para el gen BRAF (rs113488022)
se llevo a cabo utilizando sonda TagMan de la siguiente manera: Sul. de GoTaq® Probe qPCR
Master Mix 2x (Promega Corporation, US), 0.5uL de Tagman® genotyping assay 20X, 2.5uL
de agua estéril y 2ul. de ADN (25ng/uL) en un volumen de 10uL, con las siguientes
condiciones: 95°C por 10 min, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos y 60°C durante 1

minuto.

En el caso de los genes PIK3CA (rs121913273) y AKTI (rs121434592) se realizd con
sondas alelo especificas de la siguiente manera: 2.65uL de thAmp Genotyping Master Mix 2X
(previamente preparado con thAmp Reporter Mix 40X), 0.25uL sonda rhAmp SNP Assay 20X,
0.10puL de agua estéril y 2ulL de ADN (25ng/uL) en un volumen de Sul, con las siguientes
condiciones: 95°C por 10 min, seguido de 40 ciclos de 95°C por 10 segundos, 60°C durante 30
segundos y 68°C por 20 segundos, seguido de una etapa de inactivacion de la enzima durante

15 min a 99.9°C.

8.4.2.2. Analisis de expresion relativa

8.4.2.2.1. Obtencion de ADN complementario (ADNc) de ARN total

Se utilizo6 el kit GoTaq 2-step RT-qPCR system Probe (Promega Corporation, US) para la
obtencion de ADN complementario (ADNc) de ARN total de los genes de interés (Cuadro 3)
de la siguiente manera: Para un volumen de 20 pL de reaccion se utilizaron 2 pg de ARN total,

adicionando 0.5 pg de random primers y ajustando el volumen a 7 pL con agua libre de
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ARNasas, se procede a incubar a 70°C durante 5 minutos; posteriormente se realiza otra
incubacion a 4°C por 5 minutos. Se procede a realizar una mezcla de reaccion que contiene 4.9
uL de agua libre de nucleasas, 4 puL de buffer GoScript 5X, 1.6 pL de MgCI2 25 mM, 1 pL de
dNTP mix (10mM cada dNTP), 0.5 puL. de inhibidor RNasin y 1uL de enzima GoScipt Reverse
Transcriptase, para un volumen final de 13 pL, el cual se adiciona a la mezcla de reaccion
anterior para obtener un volumen final de 20 pL.. Una vez realizado lo anterior, se procede a
colocar el tubo de reaccién en un termociclador TI0O0TM (Bio-Rad Laboratories, US) de la

siguiente manera: 5 minutos a 25°C, 45 minutos a 42°C y 15 minutos a 70°C.
8.4.2.2.2. Amplificacion y cuantificacion de ADNc

La amplificacion y cuantificacion se realizé mediante qPCR, utilizando sondas TagMan®
y PrimeTime® Gene Expression Master (2X) (Integrated DNA Technologies, US). Se
realizaron reacciones multiplex de qPCR. Todas las reacciones de qPCR se llevaron a cabo en
el termociclador en tiempo real StepOnePlus (Applied Biosystem, US) de la siguiente manera:
10 min a 95°C, seguido de 40 ciclos de 10 segundos a 95°C y 20 segundos a 60°C. Se realiz6

cuantificacion relativa utilizando como gen de referencia a f-Actina.
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Cuadro 2. Mutaciones genéticas asociadas al desarrollo de neoplasias en tiroides

Gen SNP Genotipo Aminoacido
BRAF 15113488022 c.1799T>A V600E
PIK3CA 1s121913273 c.1624G>A E542K
AKTI 15121434592 c.49G>A E17K
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Cuadro 3. Genes diana para analisis de expresion

Gen ID
CLDNI1 9076
TIMPI 7076
KRTI9 3880
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8.4.2.2.3. Analisis de expresion génica relativa

Para el analisis de la expresion génica relativa se utilizé el método descrito por el grupo
de investigacion de Taylor (Taylor et al., 2019) basado en el método doble ACt. Las formulas

se describen a continuacion:
ACq gen diana = x Cq grupo control — Cq por muestra
ACq gen normalizador = x Cq grupo control — Cq por muestra
RQ = 2Ac¢a

RQ gen diana

Expresion relativa normalizaada = .
RQ gen normalizador

Proporcién de cambio = X geométrica de la expresion relativa normalizada
Donde:
Cq = Ciclo cuantitativo

RQ = Cantidad relativa; el valor 2 es basado en una eficiencia de reaccion del 100%, se

realizaron ajustes segln la eficiencia de cada gen.
X = Media
Los datos normalizados se transformaron en log2 para su analisis estadistico.

Se realizaron curvas de calibracion mediante las cuales se obtuvieron las pendientes

utilizadas para el calculo de la eficiencia mediante la siguiente formula:

-1
E = [10(pendiente)] -1
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8.5. Analisis estadistico

Los datos se organizaron en cuadros y graficos. Se utilizd estadistica descriptiva con
medidas de tendencia central y de dispersion de datos a base de medias y desviaciones estandar
para las variables continuas y, mediante frecuencias y proporciones en el caso de variables
categoricas. Se evaluaron asociaciones entre variables cualitativas con la prueba de Chi
cuadrado de Pearson (%2), o la prueba exacta de Fisher, y razén de momios (RM) con intervalos
de confianza (IC) del 95%. Para las variables cuantitativas se utilizo la prueba de t de Student
cuando la distribucion de la variable se ajust6 a la normalidad, o la prueba U de Mann-Withney
y Kruskal-Wallis en caso contrario. Las correlaciones bivariadas se analizaron mediante la
prueba de Spearman para la expresion del nivel de ARNm y la edad. Por regresion logistica se
generaron curvas de caracteristicas operativas del receptor (ROC) en cada expresion relativa de
ARNm y edad para distinguir grupos benignos y malignos. Se realizaron modelos predictivos
integrando diferentes variables mediante random forest utilizando el programa Orange, v3.27.1.
Se probaron modelos con 100-500 arboles, y se utiliz6 el rendimiento de validacion cruzada de
20 veces para ajustar el modelo. Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el paquete
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS, UK). Una p<0.05 se consider6 como

estadisticamente significativa.
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IX. RESULTADOS

9.1. Caracteristicas clinico-patologicas

En el estudio se incluyeron un total de 97 pacientes con nddulos tiroideos que asistieron a
toma de biopsia por PAAF en las instalaciones de Alvarez & Arrazola Radidlogos y que
aceptaron participar en el estudio voluntariamente, cumpliendo los criterios de inclusion
previamente establecidos en el proyecto. Las muestras citologicas de los pacientes fueron
diagnosticadas por un médico patologo, clasificando a 48 pacientes como Bethesda V o VI, por
lo que forman parte del grupo de Pacientes con cancer de tiroides (PCT) y 47 Pacientes con

neoplasia benigna (PNB), correspondiente a aquellos con Bethesda II.

Los PCT tenian una edad promedio de 47.5 + 15.2 afios, y el grupo de PNB de 51.3 + 14.5
afos (p = 0.138). Del total de pacientes el 88% (n= 85) son mujeres, con una proporcion de 7
mujeres por cada hombre (p=0.970) (Cuadro 4). Se observo una edad media para las mujeres de
48.3 £ 14.7 afios y en el caso de los hombres de 57.4 £ 15.2 afios, representando una diferencia

estadisticamente significativa (p = 0.037), esta asociacion desaparecia al evaluar solo a los PCT

(p = 0.137).

En el Cuadro 4 se muestra un resumen de las caracteristicas epidemioldgicas entre grupos.
En nuestros pacientes, el 27.8% indico presentar alglin tipo de enfermedad funcional de tiroides,
siendo el hipotiroidismo la enfermedad mas frecuente en ambos grupos, identificada en el 63.9%
de los pacientes que confirmaron presentar algun tipo de afeccion. Al realizar el andlisis
estadistico entre grupos no identificamos diferencias significativas, entre la presencia o ausencia

de la enfermedad (p = 0.286).
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En cuanto a los antecedentes familiares de cancer, identificamos que el 62% de nuestro
grupo PCT tenian familiares con céncer, el 32.3% (n=9) de ellos con CaT donde el 55.5% la
relacion era con un familiar de primer grado. Sin embargo, el analisis no mostro relacion entre
los antecedentes familiares y la presencia de CaT, a pesar de que los PNB el 55.1% no tenia
familiares con cancer (p = 0.176). Nuestro estudio reveld que haber presentado algun tipo de
cancer previo aument6 mas de nueve veces el riesgo de desarrollar lesiones malignas de tiroides
(p=0.016; OR 9.14, IC 95% 1.10-76.15), de ellos el 8.3% de los PCT presentan recidiva de la

enfermedad; no se encontraron otras asociaciones estadisticas entre grupos y factores de riesgo.

En el Cuadro 5 se observan las caracteristicas clinicas de los noédulos tiroides entre grupos;
respecto al diagndstico histologico se reportaron 3 categorias, todas ellas dentro de las formas
bien diferenciadas, caracterizadas por ser de crecimiento lento. La variante papilar se identifica
solo en pacientes con CaT en el 89.6% de los pacientes (p< 0.001) y el carcinoma folicular
representa un 8.3% dentro de los pacientes con nédulos malignos. Los tumores de células Hiirthe
representan el 2.1% de los tumores cancerigenos y 4.1% de las neoplasias benignas. Al clasificar
los tipos histologicos por localizacion del nddulo, podemos destacar que los nédulos en un solo
l6bulo de la glandula se observan en cada tipo de variante, solo se observan ganglios afectados
dentro del carcinoma papilar, representando el 4.9%. En este mismo tipo identificamos que el
2.2% tiene recurrencia del cancer, puesto que ya se habia removido la glandula y volvian a

observarse células de carcinoma papilar tras la biopsia.
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Cuadro 4. Caracteristicas epidemiologicas de la poblacion de estudio

Variable Frecuencia PCT, % (N =48) PNB, % (N =49) p
Edad (afios) 475+15.2 51.3+14.5 0.138f
<45 31 38.8 25.5
0.165
>45 65 61.2 74.5
Sexo
Masculino 12 12 12.2
0.970
Femenino 85 88 87.8
Enfermedad funcional de
tiroides
Si 27 32 22.4
0.286
No 70 68 77.6
Tipo de enfermedad
funcional de tiroides
Hipotiroidismo 17 68.8 54.5
Hipertiroidismo 4 18.8 9.1
Tiroiditis de
Hashimoto 3 6.3 182 )
Tiroiditis 2 0 18.2
Otra 1 6.3 0
Enfermedades respiratorias
Si 18 16.6 20.8 0.570
No 79 83.3 79.2
Heredofamiliares de cancer
Cancer de tiroides 14 20 10.2
Otro tipo de cancer 38 42 347 0.176
Ninguno 45 38 55.1
Cancer previo
0.016; RM 9.14
Si 9 16 2 (IC95% 1.10-
76.15
No 88 84 98
Fumador
Si 7 4 10.2
0.210
No 90 96 89.8

Chi cuadrada de Pearson

U Mann Whitney
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Cuadro 5. Caracteristicas clinicas de los nodulos tiroideos entre grupos.

Variable Frecuencia PCT, % (N = 48) PNB, % (N = 49)
Subtipo histologico

Folicular 51 8.3 95.9

Papilar 43 89.6 0

Hiirthle 3 2.1 4.1
Localizacion del nédulo

Unilateral 80 89.1 79.6

Unilateral + Istmo 4 2.2 6.1

Bilateral 4 0 8.2

Istmo 4 2.2 6.1

Ganglio cervical 2 4.3 0

Lecho quirargico 1 2.2 0
Metastasis

Si 3 6.3 0

No 45 93.7 0
Recurrencia del cancer

Si 4 8.3 0

No 44 91.7 0
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9.2. Expresion relativa de ARNm

Para determinar si el nivel de transcrito de CLDNI, TIMP1 y KRT19 se correlacionan
clinicamente con los nddulos tiroideos malignos, se determind su expresion relativa en 97
muestras provenientes de PAAF (malignos, n = 48). Como se muestra en la Figura 6, la
proporcién de cambio relativa en los tres genes es significativamente mayor en los PCT con
respecto a los PNB (p < 0.0001). El nivel medio de expresion de ARNm =+ error estdndar de los
PCT en CLDNI, TIMP1 y KRT19 fue 41.315 + 0.554, 4.465 £+ 0.301 y 11.640 + 0.424 veces
mayor, respectivamente.

Se realizo el analisis de correlacion para establecer relaciones entre la expresion relativa
del ARNm, identificando una fuerte relacion positiva entre la expresion relativa de los tres genes
(p <0.0001), los coeficientes de correlacion entre genes se muestran en la Figura 7. Ademas, se
evaluaron las correlaciones entre edad y expresion génica (Cuadro 6), identificandose una
correlacion débil estadisticamente significativa con el nivel de ARNm de KR7'79 (Rho=-0.310;
p=0.036) y CLDNI (Rho =-0.341; p = 0.022).

Categorizando a los pacientes por subtipo patoldgico, el grupo de subtipo papilar
(clasificado con el peor pronostico) exhibe los niveles de expresion mas altos en cada caso (p <
0.0001), las veces de cambio en escala logaritmica para cada gen fueron 7/IMPI de 2.40 £ 1.96,
CLDNI con 5.51 + 3.22 y 3.70 + 2.73 para KRT19. Los tipos celulares principalmente
observados en lesiones tiroideas en nuestro estudio, macrofagos (p = 0.216), células gigantes
multinucleadas (p = 0.849), linfocitos (p = 0.556) y macrofagos con hemosiderina (p = 0.393)
se identificaron sin diferencia entre nodulos malignos y benignos. No se observé correlacion

entre estas células inmunitarias y los niveles de ARNm.
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Figura 6. Expresion relativa de ARNm.
(a) Mapa de calor que representa la expresion de ARNm en 7IMPI, CLNDI1 y KRT19. La barra
de color en el lado derecho muestra los cambios log2 veces de la comparacion de nodulos
benignos versus nodulos malignos. Analisis generado por el programa Orange v3.27.1. (b) Nivel

de expresion relativo en el grupo maligno.
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Figura 7. Anélisis de correlacion entre diferentes expresiones relativas de ARNm en
muestras de nodulos tiroideos.
(a) KRT19 frente a TIMP1; (b) CLDNI frente a TIMP1; (c) CLDNI frente a KRT19. Los puntos
en cada grafico corresponden a los valores de expresion génica respectivos de log2

normalizados.
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Cuadro 6. Correlacion de la expresion de CLDNI, TIMPI y KRT19 con la edad de los
pacientes.

Edad
Gen -
Coeficiente p
KRT19 -0.310 0.036
CLDN1 -0.341 0.022
TIMP1 -0.203 0.171

Correlacion de Spearman
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9.2.1. Analisis de curva ROC

Se gener6 una curva ROC de los tres genes para evaluar las caracteristicas predictivas
(tasa de verdaderos positivos frente a su tasa de falsos positivos) para discriminar entre PCT y
PNB (Figura 8). Los resultados muestran que, los tres genes tienen la capacidad de distinguir
lesiones benignas de malignas (p < 0.001). EI AUC, IC, sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN) para cada gen se muestran en el
Cuadro 7; se utilizo6 el indice de Youden para seleccionar el punto de corte méas adecuado en
cada gen segun el valor de sensibilidad y especificidad més alto conjuntamente [sensibilidad +
(1-especificidad)], identificando para CLDNI expresion mayor a 1.94, TIMP1 superior a 1.46 y
en el caso de KRT19 arriba de 0.21. El mejor VPN se observa en la expresion relativa de CLDNI

(95.8%).

54



Figura 8. Curva ROC
Andlisis de la curva caracteristica operativa del receptor (ROC) CLDNI, TIMP1 y KRT19 para

diferenciar entre grupos.
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Cuadro 7. Pardmetros de precision de diagndstico de CLDN1, TIMPI y KRT19.

Gen AUC p IC 95% Sensibilidad Especificidad VPP VPN
CLDN1 0.832 <0.001 0.733-0.932 92% 59.2% 41.1% 95.8%
TIMP1 0.777 <0.001 0.669-0.886 70% 81.6% 54.2% 89.7%
KRT19 0.793 <0.001 0.687-0.900 88% 61.2% 41.4% 94.1%

Chi Cuadrada de Pearson; AUC, Area bajo la curva; IC, Intervalo de confianza; VPP, Valor predictivo positivo;
VPN, Valor predictivo negativo
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9.3. Analisis de mutaciones

Mediante discriminacioén alélica se caracterizo el genotipo de rs113488022 (BRAF,
BRAFV600E), rs121913273 (PIK3CA) y 1121434592 (AKT1), en 94 pacientes (PCT n=46); las
frecuencias genotipicas y alélicas se observan en el Cuadro 8. El 100% de los pacientes
presentaron genotipo GG (homocigoto normal) tanto para PIK3CA, como en AKTI. En el caso
de BRAFV600E se identificaron las 3 variantes genotipicas: 70.2% TT (homocigoto normal),
17% TA (heterocigoto y 12.8% AA (homocigoto mutado), con una frecuencia general para el

alelo mutado (A) de 0.210.

Para BRAFV600E, todos los PNB son homocigotos normales y el cambio T/A solo se
observa en los PCT con una frecuencia alélica de A de 0.430 en sus dos variantes genotipicas,
lo que indica penetrancia completa de la mutacion. Se observo una diferencia estadisticamente
significativa entre los PCT y PNB al comparar las frecuencias genotipicas entre grupos,
identificandose como factor de riesgo de nddulos malignos ser heterocigoto u homocigoto
mutado, lo cual es consistente con el modelo de herencia dominante que presenta la mutacion,
ya que el mayor valor de riesgo (RM 3.667, IC 95%: 2.473 — 5.437) se observa al comparar

entre grupos a los portadores del alelo A respecto a los no portadores (p <0.001) (Cuadro 9).

Se realizaron asociaciones entre portadores y no portadores del alelo mutado (A) en
BRAFV600E con las caracteristicas epidemiologicas. Analizando el total de la poblacion de
estudio se observd una diferencia significativa entre las medias de edad (p = 0.029), observando
que los pacientes portadores del alelo mutado tienen una media de edad menor (44.19 £ 15.86)
respecto a los homocigotos normales (51.47 + 13.73), esta asociacidon se mantenia al categorizar
a los pacientes como >45 anos (p = 0.020); sin embargo, al analizar exclusivamente a los PCT

bajo las mismas caracteristicas no se identificaron diferencias significativas (Cuadro 10).
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Cuadro 8. Frecuencias genotipicas y alélicas de las mutaciones en los genes BRAF,

PIK3CA y AKT1I en poblacion de estudio.

Gen (mutacion) Genotipo Frecuencia (%) Alelo Frecuencia
TT 66 (70.2) T 0.79
BRAF (rs113488022) TA 16 (17) A 0.21
AA 12 (12.8)
GG 94 (100) G 1
PIK3CA (rs121913273)
A 0
GG 94 (100) G 1
AKTI (rs121434592)
A 0

58



Cuadro 9. Frecuencias genotipicas y alélica de la mutacion BRAFV600E entre los grupos

de estudio.
Genotipo n=14:g(l:’ %) n=§8N?° %) RM (IC 95%)
TT  18(39.1) 48 (100) <0.001  0.273 (0.184-0.404)
TA 16(34.8) - <0.001 2.600 (1.964 —3.443)
BRAFV600E AA 12 (26.1) - <0.001 2.412(1.865-3.119)
T 0.570 1 <0.001 0.273 (0.184 — 0.404)
A 0.430 0 <0.001 3.667 (2.473 —5.437)

Chi Cuadrada de Pearson; Razoén de momios (RM); Intervalo de confianza (IC).
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Cuadro 10. Frecuencias genotipicas y alélicas de BRAFV600E de acuerdo con su edad y

S€XO0.
Genotipo Eda‘f (afios) p? Edad >45 p° - Sexo - b
Media + DE Femenino Masculino
Poblacion de estudio, n=94 (%)
TT 51.47+13.73 0.029 49 (77.8) 0.020 57(68.7) 9(81.8) 0.370
TA 4433 +£15.60 0.171 9(14.3) 0.397 15(18.1) 1(9.1) 0.456
AA 44 +16.86 0.149 5(7.9) 0.026 11 (13.3) 1(9.1) 0.697
Portador A 44.19+15.86 0.029 14 (22.2) 0.020 26(31.3) 2(18.2) 0.370
Cancer de tiroides, n=46 (%)
TT 51.50+11.43 0.099 14 (50) 0.079 15 (36.6) 3 (60) 0.365
TA 4433 £15.60 0.372 9(32.1) 0.828 15 (36.6) 1 (20) 0.645
AA 44.0+16.86 0.394 5(17.9) 0.086 11 (26.8) 1 (20) 0.743
Portador A 44.19 + 15.86) 0.099 14 (51.9) 0.079 26(92.9) 2(7.1) 0.365

DE, Desviacion estandar.

2 de Mann Whitney; ® Chi cuadrada de Pearson.
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Respecto al género, no se identifico diferencia significativa al comparar con los genotipos
de BRAFV600E (Cuadro 10). Siguiendo con las caracteristicas epidemiologicas, se analizaron
asociaciones entre los genotipos y las enfermedades funcionales de la tiroides (Cuadro 11) en el
total de la poblacion de estudio, asi como solo entre los PCT, en ninguno de los casos de

identificaron diferencias estadisticamente significativas.

Previamente identificamos como factor de riesgo para el desarrollo de CaT el haber
presentado algun tipo de cancer previo (Cuadro 4). Al evaluar si entre los genotipos se mantenia
esta relacion, confirmamos la misma asociacion (Cuadro 12), en donde el riesgo aumenta 4.565
veces (IC 95%: 1.010-20.643) para los portadores del alelo A en poblacion total; el 71.4% de
los pacientes que indicaron presentar algun tipo de cancer con anterioridad eran positivos a
BRAFV600E, de ellos el 50% presentaron CaT con recidiva de la enfermedad menor a 10 afios.
En el andlisis solo de los PCT estas asociaciones no resultaban significativas. No se identificd
una asociacion estadisticamente significativa entre el genotipo de los pacientes con sus

antecedentes heredofamiliares de cdncer (Cuadro 12).

Se analizaron asociaciones entre los genotipos y las variantes histoldgicas de los nédulos
(Cuadro 12), identificando diferencias significativas al comparar entre la poblacion de estudio
total, donde los portadores del alelo A tienen un riesgo 48.286 veces mayor (IC 95%: 10.202-
228.543) de presentar carcinoma papilar sobre las otras variantes (p < 0.001). Evaluando solo a
los PCT el genotipo ya no representa un factor diferencial entre el tipo de variante histologica,
en donde el 58.7% de los carcinomas papilares son portadores del alelo A. Se identificd un

paciente con genotipo AA y diagndstico de carcinoma folicular.
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Cuadro 11. Frecuencias genotipicas y alélicas de BRAFV600E en pacientes de acuerdo

con sus antecedentes de enfermedad funcional de tiroides.

Enfermedad en tiroides

Genotipo Si p RM (IC 95%)
Hipotiroidismo Hipertiroidismo Otra

Poblacion de estudio, n=94 (%)

TT 16 (61.5) 0.255 0.576(0.221-1.449) 9 (56.2) 2 (50) 5(83.3)

TA 7(26.9) 0.114 2.415(0.792-7.364) 4 (25.0) 2 (50) 1(16.7)

AA 3(11.5) 0.825 0.855(0.212-3.442) 3 (18.8) 0 0
Portador A 10 (38.5) 0.255 1.736(0.667-4.517) 7 (43.8) 2 (50) 1(16.7)
Cancer de tiroides, n=46 (%)

TT 6(37.5) 0.869 0.900 (0.258-3.136) 4(36.4) 1(33.3) 1 (50)

TA 7(43.8) 0351 1.815(0.515-6.392) 4(36.4) 2 (66.7) 1(50)

AA 3(18.8) 0.408 0.538(0.123-2.362) 3(27.3) 0 0
Portador A 10 (62.5) 0.869 1.111(0.319-3.871) 7 (63.6) 2 (66.7) 1 (50)

Chi Cuadrada de Pearson. Razén de momios (RM); Intervalo de confianza (IC).
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Cuadro 12. Frecuencias genotipicas y alélicas de BRAFV600E en pacientes de acuerdo con sus caracteristicas clinicas y

antecedentes heredofamiliares de cancer.

Diagnéstico histolégico Heredofamiliares
Genotipo f RM (IC95%) "  Céancer previo p RM (IC 95%)
Folicular Papilar Hiirthle Céancer de tiroides Otro cancer

Poblacion de estudio, n=94 (%)

TT 49(98) 14 (34.1) 3(100) <0.00.1  0.021 (0.004-0.098) 3(37.5) 0.034  0.219 (0.048-0.990) 10 (71.4) 23 (62.2) 0.362

TA 0 16 (39) 0 <0.00.1 3.250 (2.330-4.534) 3(37.5) 0.107 3.369 (0.716-15.845) 4 (28.6) 8(21.6) 0.158

AA 12) 11(26.8) 0 0.002  8.667 (1.779-42.215) 2(25) 0.278 2.533 (0.449-14.301) 0 6 (16.2) 0.287
Portador A 1(2)  27(65.9) 0 <0.00.1 48.286 (10.202-228.543) 5(62.5) 0.034 4.565 (1.010-20.643) 4(28.6) 14 (37.8) 0.362
Cancer de tiroides, n=46 (%)

TT 3(75) 14 (34.1) 1(100) 0.191 0.269 (0.044-1.657) 2 (28.6) 0.688  0.575(0.099-3.341) 5(55.6) 6 (30) 0.417

TA 0 16 (39) 0 0.078 1.250 (1.045-1.495) 3(42.9) 0.681 1.500 (0.291-7.720) 4 (44.4) 8 (40) 0.459

AA 125  11(26.8) 0 0.644 0.667 (0.106-4.206) 2 (28.6) 0.871 1.160 (0.194-6.951) 0 6 (30) 0.130
Portador A 1(25) 27 (65.9) 0 0.191 3.714 (0.603-22.866) 5(71.4) 0.688 1.739 (0.299-10.104) 4 (44.4) 14 (70) 0.417

Chi Cuadrada de Pearson. Razén de momios (RM); Intervalo de confianza (IC).

TAnalisis Papilar vs Otro
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9.4. Relacion entre el perfil de expresion y genotipo

Con el objetivo de identificar si existe asociacion entre el genotipo de cada paciente con
el nivel de expresion de CLDNI, TIMP1 y KRT19, se realizaron estadisticos para el contraste
de medias de expresion de cada gen entre los grupos de genotipos de BRAFV600E, identificando
en cada caso una diferencia estadisticamente significativa (Cuadro 13), tanto para el andlisis de

la poblacidn total (p <0.001) como evaluando solo a los PCT (p <0.001).

Respecto a la poblacion total, se puede observar que en cada gen la media de expresion
de los portadores del alelo A es mucho mayor respecto a los homocigotos normales (TT), lo
cual corresponde con el hecho de que el 100% de los PNB tienen genotipo TT, y ya se habia
demostrado previamente la sobreexpresion de CLDNI, TIMPI y KRTI9 en los PCT es
estadisticamente significativa sobre los PNB (Figura 6). El comportamiento se mantiene al
analizar solo dentro de los PCT, lo que podria sugerir una posible relacion entre el alelo mutado

y la expresion de estos genes, que seria interesante evaluar en estudios posteriores.

Del mismo modo, se realizé el analisis de asociacion entre las frecuencias de cada
genotipo de BRAF y portadores del alelo A, con los puntos de corte de expresion previamente
determinados mediante el indice de Youden para CLDNI, TIMPI y KRT19 para diferenciar
cuando el valor log de expresion es diferencial de una patologia maligna. En el Cuadro 14 se
observa que, para la poblacion total de estudio, existe diferencia significativa entre cada
combinacion de categorias BRAF con el valor de corte de expresion, representando un factor de
riesgo ser portador del alelo mutado en cada caso. Asi mismo, la relaciéon se mantiene al
comparar solo dentro de los PCT, siendo un factor de proteccion el genotipo homocigoto
normal, al contrastar con la expresion de CLDNI, TIMPI o KRT19. La relacion mas fuerte se
identifica con el valor de corte de TIMP1, donde el 87.1% de los PCT con valores de TIMPI
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por arriba del punto de corte son portadores del alelo A (p < 0.05), lo que representa hasta 94.5
(IC 95%: 9.623-927.972) veces mas riesgo, esta relacion se observa desde el genotipo
heterocigoto, indicando fuertemente una posible relacion entre la mutacion BRAFV600E con la
sobrexpresion de TIMPI. En el caso de CLDNI (p= 0.019) y KRT19 (p = 0.002), si bien
representa un factor de riesgo ser portador del alelo mutado, no se identifica diferencia
significativa entre los genotipos TA (CLDNI p= 0.282; KRT19 p= 0.078) y AA (CLDNI p=
0.560; KRT19 p=0.317), de acuerdo con el valor de corte de expresion seleccionado para esos

genes.
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Cuadro 13. Diferencia de medias de expresion de CLDNI, TIMP1 y KRT19 con las frecuencias genotipicas y alélica de BRAF'.

. CLDNI1 TIMP1 KRT19
Genotipo Media + Error estandar P Media + Error estandar P Media + Error estandar P
Poblacion de estudio, n=94 (%)
TT 0.711 £0.680 0.055+0.312 0.367+£0.513
TA 6.867 +£0.409 <0.001 3.069 + 0345 <0.001 4.975+0.428 <0.001
AA 7.501 £ 0.406 3.772 £ 0.358 4.925+0.564
Portador A 7.141 £0.293 <0.0017 3.370 £ 0.254 <0.0017 4.953 +0.337 <0.0017
Cancer de tiroides, n=46 (%)
TT 2281 +1.153 0.153 +£0.359 1.275+ 0.756
TA 6.867 +0.409 <0.001 3.069 + 0.345 <0.001 4975+ 0.428 0.001
AA 7.501 +£ 0.406 3.772 £ 0.358 4.924 + 0.564
Portador A 7.141 £0.293 <0.0017 3.370 £0.254 <0.0017 4953 +0.337 <0.0017
Kruskal-Wallis
U Mann Whitney
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Cuadro 14.Asociaciones genotipicas y alélica de BRAF con el punto de corte para la sobreexpresion de CLDNI, TIMP1y KRT19

Genotipo  CLDNI1 > 1.94 p RM (IC 95%)  TIMP >1.46 p RM (IC 95%) KRT19 >0.21 p RM (IC 95%)
Poblacion de estudio, n=94 (%)
TT 34 (54.8) <0.001 0.515(0.408-0.651) 13(32.5) <0.001 0.009 (0.001-0.073) 31(52.5) <0.001 0.470 (0.363-0.607)
TA 16 (25.8) 0.002 1.696 (1.409-2.040) 15(37.5) <0.001 31.800 (3.975-254.377) 16 (27.1) 0.001 1.814(1.485-2.216)
AA 12 (19.4) 0.008 1.640 (1.379-1.950) 12 (30) <0.001 2.929 (2.168-3.955) 12 (20.3) 0.004 1.745(1.447-2.103)

Portador A 28(452)  <0.001 1.941(1.536-2.453) 27(67.5) <0.001 110.077 (13.669-886.477) 28 (47.5)  <0.001 2.129 (1.648-2.751)

Cancer de tiroides, n=46 (%)

TT 14(33.3)  0.019 0.778 (0.608-0.996)  4(12.9)  <0.001  0.011 (0.001-0.104) 12 (30) 0.002 0.667 (0.481-0.924)
TA 16 (38.1) 0282 1.154(1.003-1.328) 15(48.4)  0.005 13.125 (1.533-112.402) 16 (40) 0.078 1.250 (1.045-1.495)
AA 12(28.6) 0560 1.133(1.002-1.281) 12(38.7)  0.005  1.789 (1.327-2.412) 12 (30) 0.317 1.214(1.039-1.419)
Portador A 28(66.7)  0.019 1.286(1.004-1.646) 27 (87.1) <0.001  94.5(9.623-927.972) 28 (70) 0.002  1.5(1.082-2.079)

Chi Cuadrada de Pearson; Razén de momios (RM); Intervalo de confianza (IC).
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X. DISCUSION

El CaT es un problema de salud publica a nivel internacional, afectando en mayor
proporcién a la poblacion femenina y todos los grupos de edad, en algunos casos iniciando en
edades temprana. Por lo tanto, el andlisis mutacional y de expresion cobra relevancia al
identificar genes asociados con el desarrollo de esta neoplasia donde, su caracterizacion se

relaciona con el prondstico de la enfermedad y mecanismo moleculares de la carcinogénesis.

Los hallazgos clinico-patoldgicos de los PCT fueron consistentes con la revision
bibliografica. En el diagnostico histologico del nodulo se reportaron 3 categorias, todas ellas
dentro de las formas bien diferenciadas, caracterizadas por ser de crecimiento lento, donde la
frecuencia de los subtipos histolégicos coinciden con las indicadas a nivel mundial para esta
patologia (Haugen, 2017; Sosa Martin & Ernand Rizo, 2016), siendo el carcinoma papilar el
mas prevalente dentro del CaT en el 89.6% de los casos. La baja prevalencia del CaT folicular
se puede deber a que estos son mas comunes ante la deficiencia de yodo en la dieta, en el caso
de nuestro pais, la mayoria de las personas obtienen suficiente yodo en la alimentacion por
medio de la sal de mesa, donde el exceso de yodo se ha llegado a asociar con el riesgo de
carcinoma papilar. Los tumores de Hiirthe debido a sus caracteristicas clinico-patologicas se
consideran un grupo aparte de los tumores foliculares en la nueva clasificacion de la OMS. Estos
consisten en células con agrandamiento del citoplasma ocasionado por la acumulacion de
mitocondria; en el caso de los malignos pueden desarrollar metastasis a ganglios linfaticos
cervicales y tienen tumores mas grandes y se presentan en menos del 5%, en nuestro estudio
representan el 2% de los tumores cancerigenos y 4.1% de las neoplasias benignas (ACS, 2019;
Cameselle-Teijeiro & Sobrinho-Simdes, 2018). Al clasificar los tipos histologicos por

localizacion del nddulo, podemos destacar que los nédulos en un solo 16bulo de la glandula se
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observan en cada tipo de variante, coincidiendo con lo reportado por Sosa & Ernard, quienes
indican que los tumores diferenciados son de crecimiento lento y generalmente unilaterales
(Sosa Martin & Ernand Rizo, 2016). Solo se observan ganglios afectados dentro del CPT,
representando el 4.9% y de acuerdo con la ACS estos carcinomas a pesar de su crecimiento

lento se propagan comunmente a los ganglios linfaticos del cuello (ACS, 2019).

De los PCT, el 88% son mujeres, con una proporcion de 7 mujeres por cada varén, mayor
de lo reportado por GLOBOCAN en 2020 para poblacién mexicana donde indican una relacion
de 1 hombre por cada 4 mujeres (International Agency for Research on Cancer, 2022). La mayor
prevalencia de mujeres podria estar relacionada con la concentraciéon de estrogenos. Esta
hormona se encuentra en mayor concentracion en el sexo femenino y es un factor de crecimiento
potente tanto para las células tiroideas benignas como para las malignas. Una de las vias por la
cual ejerce su efecto promotor del crecimiento es a través de las rutas MAPK y PI3K/Akt,
estimuladas por un receptor de estrogeno unido a la membrana (Derwahl & Nicula, 2014).
Ademas, en nuestra investigacion, las mujeres tenian una edad de aparicion significativamente

mas temprana que los hombres, lo cual ha sido reportado anteriormente (Dinets et al., 2015).

En nuestros pacientes la frecuencia de enfermedades funcionales de la tiroides era similar
entre los grupos de estudio, siendo el hipotiroidismo la principal afeccion. Algunos autores han
identificado una correlacion positiva entre el CaT y enfermedades no autoinmunes de tiroides
(Rodriguez Ramos, Boffill Corrales, & Rodriguez Soria, 2016), en nuestro caso no se identificd

tal asociacion.

El 9.1% de los pacientes indico haber tenido algtn tipo de cancer con anterioridad. Al
dividir por grupos la frecuencia incrementa en casos de malignidad del nddulo, con un riesgo

mayor de 9 veces de presentar CaT si se tiene un antecedente de cancer, tal y como se ha
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demostrado anteriormente donde el riesgo se triplica (Rodriguez Ramos et al., 2016). Al evaluar
si el CaT previo influia en este riesgo, no se observo dicha asociacion, por lo tanto, la aparicion
de nddulos malignos podria representar en algunos casos la recurrencia de la enfermedad o ser

producto de un céncer primario.

En CaT, como en otras neoplasias malignas, los antecedentes heredofamiliares pueden
representar un riesgo en cuanto al desarrollo de cancer (Recio-Cordova etal., 2020).
Especificamente en los antecedentes de CaT es evidente una diferencia entre grupos, con el
doble de frecuencia en los PCT respecto a los PNB, sin embargo, no representa una diferencia
estadisticamente significativa. Otros investigadores han sefalado que entre el 5-10% de los
carcinomas diferenciados, como el papilar, tienen un antecedente familiar, y que tener
antecedentes puede representar hasta 4 veces mayor riesgo, de acuerdo con Xu y cols en
poblacion americana (Haugen et al., 2016; Xu, Li, Wei, El-Naggar, & Sturgis, 2012). Las
estimaciones de probabilidad sugieren que cuando solo dos familiares de primer grado estan
afectados, la probabilidad de que sea un caso esporadico es del 62% (Haugen et al., 2016), en
nuestro caso, en la mayoria de las genealogias solo se ve afectado un familiar y en el caso de

dos 0 més miembros de primer grado la frecuencia entre grupos es similar.
10.1. Perfil de expresion

El desarrollo del carcinoma de tiroides esta fuertemente influenciado por una serie de
alteraciones moleculares, algunas especificas de esta patologia (Lu et al., 2018). La clasificacion
de los tumores humanos en distintos grupos seglin su origen y apariencia histopatoldgica ha sido
la base para el diagndstico y tratamiento. Esta clasificacion generalmente se basa en la

arquitectura celular y solo en antigenos especificos de células. Por el contrario, los ensayos de
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expresion génica tienen el potencial de identificar miles de caracteristicas tinicas para cada tipo

de tumor (Agretti et al., 2022).

La desregulacion de la expresion de CLDNI se ha informado previamente en tumores
epiteliales (Gowrikumar et al., 2021), en donde su proteina generalmente estd mal localizada
fuera de las uniones estrechas, y su desregulacion no contribuyen al sellado de las uniones ni a
la regulacion de la barrera paracelular (Piontek et al., 2020). Por lo tanto, la regulacion positiva
aumenta la permeabilidad paracelular, favoreciendo la progresion tumoral al promover la
migracion e invasion celular y metéstasis via EMT (Gowrikumar et al., 2021; Piontek et al.,
2020; Zhang et al., 2016). En nuestro estudio, se identifico una mayor expresion de CLDNI en
los PCT, coincidiendo con lo reportado previamente en carcinoma papilar de tiroides, donde la
sobre expresion se relaciona también con metastasis a ganglios linfaticos (Piontek et al., 2020)
y en cancer colorrectal CLDNI aumenta de manera especifica por etapa y se correlaciona con

EMT, invasion, metastasis y peor pronostico (Gowrikumar et al., 2021).

En nuestra investigacion, CLDNI presenta un valor de AUC de 0.832, de acuerdo con un
estudio realizado por el grupo de Gowrikumar en donde evaltan la capacidad de este gen para
discriminar cancer colorrectal tomando informacion como referencia la base Atlas del Genoma
del Céncer, obtuvieron un valor de AUC de 0.920. Este mismo estudio reportd una correlacion
positiva entre la expresion de CLDN1 y PIK3CA, la cual no habia sido reportada previamente
(Gowrikumar et al., 2021) En nuestra investigacion no analizamos esta asociacion, pero podria

resultar de interés para estudios futuros.

Se identifico la sobreexpresion de 7IMPI en nddulos malignos, este comportamiento
contrasta con su principal mecanismo de accién como inhibidor de metaloproteinasas (MMPs);

sin embargo, otros investigadores han identificado que 7/MP] participa principalmente en la
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regulacion de la matriz extracelular, la EMT y las vias de transduccion de seiales P13K/AKT y
MAPK, apoyando el papel en la proliferacion, invasion tumoral y metéstasis (Qiu et al., 2018;
Shou et al., 2022; Song et al., 2016). La sobreexpresion de 7IMPI ha sido asociada con mal
prondstico en otros carcinomas como en el caso del cancer de mama (Cheng et al., 2016), colon

(Song et al., 2016) y cancer de células renales (Kallakury et al., 2001; Shou et al., 2022).

En nuestro estudio evaluamos el nivel de expresion del transcrito de 7/MP1 en muestras
de citologia liquidas, confirmando que el nivel aumenta significativamente en PCT. TIMP1 es
una proteina secretora que podria detectarse en sangre y fluidos corporales; en cancer de mama
se ha demostrado que los niveles séricos de la proteina de 7/MP1 aumentan significativamente,
asociandose con mal pronostico (Cheng et al., 2016), por lo que seria de interés analizar sus

niveles séricos como biomarcador para CaT papilar.

Se han evaluado las caracteristicas predictivas de T/MP1 para la deteccion de otros tipos
de cancer en poblacion china, en el caso del cancer de células renales, los resultados indicaron
que TIMPI puede distinguir adecuadamente a los pacientes con cancer con un AUC de 0.885
(Shou et al., 2022) y para cancer gastrico de 0.767 (Y.-Y. Wang, Li, Zhao, & Wang, 2013), en
nuestro caso se alcanzo6 un valor similar de AUC de 0.777, indicando su potencial uso para la

deteccion de esta patologia en conjunto de otros marcadores de malignidad.

KRTI19 es un marcador inmunohistoquimico frecuentemente utilizado para determinar
carcinomas malignos de pancreas, mama, colon, seroso de alto grado, ovario, urotelial, es6fago
y estomago. En la tiroides, se puede encontrar con expresion de baja a moderada en los foliculos
tiroideos normales pero con una mayor expresion en transformaciones malignas (Dinets et al.,
2015; Menz et al., 2021). En nuestros resultados, su expresion aumenté significativamente solo

en los PCT, con una sensibilidad del 88%, se han reportado resultados similares donde la
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expresion de KRT19 es significativamente mayor en muestras de carcinoma papilar (Dinets
et al., 2015; Flanagan et al., 2008; Ju et al., 2015) respecto a lesiones benignas, asociandose con
metastasis a ganglios linfaticos, aumento del tamafio del tumor y estadio avanzado (Ju et al.,
2015). Cuando se realizan ensayos inmunohistoquimicos para evaluar la presencia de la proteina
en el tejido o suero, se llega a distintas conclusiones, en algunos casos el tejido adyacente
morfoldgicamente normal que rodea a las células cancerigenas no presentan positividad para
KRT19 (Dinets et al., 2015); sin embargo, otras investigaciones reportan patrones de intensidad
moderada en varias lesiones benignas, lo cual se puede deber a las diferencias en laboratorios,
especificidades de anticuerpos y observadores (Flanagan et al., 2008), por lo que si bien no se
debe descartar su uso como marcador inmunohistoquimico para el diagnoéstico de CaT, su

sobreexpresion debe ser acompafiado de otros biomarcadores que aumenten la especificidad.

Ha quedado claro que un solo marcador no es suficiente para el diagnostico de CaT, por
lo tanto, muchos investigadores optan por paneles para evaluar las lesiones tiroideas. Al realizar
un andlisis predictivo mediante curvas ROC para determinar la capacidad de cada gen en la
diferenciacion entre nédulos benignos y malignos, identificamos que individualmente presentan
resultados favorables. Por ello, la capacidad colectiva de estos marcadores, junto con
caracteristicas que previamente se identificaron como factores de riesgo para el desarrollo de
CaT (Bogovi¢ Crnci¢, Ili¢c Tomas, Girotto, & Grbac Ivankovi¢, 2020; Roman-Gonzailez,
Giraldo, Monsalve, Vélez, & Restrepo, 2013), se incluyeron para evaluar estos modelos. Los
resultados obtenidos por el modelo random forest mostraron como variables significativas la
expresion de los tres genes de estudio junto con el antecedente personal de cancer, representando
un AUC (0.821), con mejor precision y un VPP (85.7%). Entre las ventajas de utilizar estos

modelos esta la identificacion de variables de riesgo que no estan asociadas linealmente con la
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variable de estudio, pero que junto con otros marcadores pueden determinar la direccion del
diagnostico. Ademas, nuestros resultados destacan la importancia del analisis de expresion y

muestran un potencial interesante como biomarcadores de ARNm para la deteccion del CaT.

Los resultados demostraron una fuerte correlacion entre la expresion de estos genes en los PCT.
La correlacion observada entre KRT719, TIMPI y CLDNI puede sugerir interacciones
funcionales entre estos productos génicos durante la progresion del cancer de tiroides. Se ha
demostrado que la alteracion genética de los activadores de la via MAPK y P13K/AKT podria
afectar su expresion, lo que llevaria a la transformacion celular oncogénica, favoreciendo
principalmente la proliferacion tumoral y la metastasis (Bommarito et al., 2011; Caruso et al.,

2014; Huang et al., 2014; Ju et al., 2015; Song et al., 2016; X. Wang et al., 2019).
10.2. Mutaciones genéticas

Una mutacion en cualquier proteina involucrada en la cascada de sefializacion intracelular
mediada por un receptor del tipo tirosina cinasa puede determinar que una cé€lula normal se
convierta en célula cancerigena (Mondragon-Teran et al., 2016). Existe una serie de alteraciones
somaticas, como mutaciones y reordenamientos genéticos, directamente implicados en la

tumorigénesis tiroidea (Macerola & Basolo, 2018).

En nuestro estudio se analizaron muestras de NT en busqueda de las mutaciones
15121913273 en PIK3CA, rs121434592 de AKT1 y rs113488022 BRAF (mutacion BRAFV60E).
Estas mutaciones se localizan en regiones codificantes, las cuales se caracterizan por aumentar
la actividad a nivel proteina, provocando la sobre activacion de las vias de sefializacion de la
cual forman parte, lo que da informacion sobre el prondstico de la enfermedad (Gymnopoulos
et al., 2007; Mondragén-Teran et al., 2016; Ricarte-Filho et al., 2009). En nuestro estudio no se

detectaron las mutaciones en rs121913273 (PIK3CA) y rs121434592 (AKT1) en las muestras
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analizadas. Esto podria deberse a que las mutaciones en estos genes son mas frecuentes en el
CaT folicular asi como en las formas poco diferenciadas del CaT (anaplasicos) (Gymnopoulos
etal., 2007; Ricarte-Filho et al., 2009). Mutaciones en el gen AKT! se han reportado en
carcinomas papilares, pero en menor frecuencia (Ricarte-Filho et al., 2009). En nuestro estudio
la baja frecuencia de PCT con subtipo folicular disminuye las probabilidades de identificar estas
mutaciones. No obstante, su inclusion en la caracterizacion molecular de los NT puede agregar
especificidad, ya que de identificarse aumentan la capacidad invasiva de las células (Ricarte-

Filho et al., 2009).

La mutacion BRAFV600E (rs113488022) es la alteracion genética mas frecuente en
melanoma, leucemia de células pilosas y CaT (~60%) (Valvo & Nucera, 2019). En CaT se
encuentra presente en hasta el 80% de los carcinomas papilares clasicos y en algunas ocasiones
se observa en la variante folicular del carcinoma papilar, formas de CaT poco diferenciado y
anaplasicos que coexisten con el carcinoma papilar o surgen de ¢l (Agarwal et al., 2021;
Kebebew et al., 2007). En nuestro caso, la mutacion BRAFV600E presenta penetrancia
completa coincidiendo con su patrén de herencia dominante, ya que todos los pacientes
portadores de la mutacion presentaban CaT papilar, y un caso de CaT folicular, sin embargo es
necesaria la confirmacion histologica del tejido por medio de cirugia para comprobar este tltimo
el hallazgo ya que el tnico reporte que se tiene BRAF positivo en carcinoma folicular es para la
mutacion BRAFK601E (Pennelli et al., 2011).

En nuestro estudio, los pacientes BRAFV600E positivos tienen una media de edad menor
respecto a los no portadores, esta asociacion se identificaba en el andlisis de poblacion total, por
lo que la presencia de la mutacion podria tener un papel impulsor en el inicio temprano del

tumor tiroideo (Kebebew et al.,, 2007; Valvo & Nucera, 2019). De acuerdo con nuestros
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resultados, el riesgo de CaT aumenta significativamente cuando se tiene un antecedente de
cancer previo y estado positivo BRAFV600E, esta relacion solo se identifica al analizar a toda
la poblacion, ya que al analizar esta asociacion solo entre los PCT, no resultaba significativo, lo
que demuestra que el estado de BRAF se asocia con mayor riesgo de enfermedad recurrente. En
diversas ocasiones se ha reportado que esta mutacion se asocia con un fenotipo tumoral agresivo
y recidiva del 8% en comparacion con el 1% en los tumores de tipo salvaje BRAF (Agarwal

et al., 2021; Haugen et al., 2016; Valvo & Nucera, 2019).
10.3. Relaciéon BRAFV600E y sobre expresion de CLDN1, TIMP1y KRT19

En el presente estudio identificamos una relacion entre la mutacion BRAFV600E con la
sobreexpresion de CLDNI, TIMPI y KRTI9, algunos autores han identificado algunas

conexiones que podrian explicar este mecanismo.

La asociacion de esta mutacion con KR719 habia sido reportada previamente en un estudio
en tejido de pacientes con CaT, donde la sobreexpresion de KRT19 solo se identificaba cuando
se albergaba la mutacion BRAFV600E, comprobado por la transfeccion de células tumorales
tiroideas con un plasmido que contenia BRAFV600E, observandose que la mutacion inducia la
expresion de KRT19, lo que posteriormente provocaba metéstasis a ganglios linfaticos via
induccion de EMT, esto tltimo identificado por el silenciamiento de KR779 (X. Wang et al.,
2019). La sobreexpresion de KRT'19 es regulada por MEK/ERK, quinasas rio abajo de BRAF en
la via MAPK (Ju et al., 2015), por lo tanto, podria sugerir una conexiéon entre la mutacion

BRAFV600E y la sobreexpresion de KRT19.

Asi mismo, la correlacion entre CLDNI y BRAFV600E se habia reportado anteriormente
solo en pdlipos colorrectales, donde la expresion de la proteina y ARNm de CLDNI estaba

significativamente elevada en pdlipos con mutacion BRAFV600E (Caruso et al., 2014). Este es
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el primer reporte en donde se identifica dicha asociacion en CaT y no ha sido reportado un
vinculo directo establecido bioldgicamente entre la mutacién oncogénica y la regulacion de la

expresion de CLDNI.

Un estudio realizado en lineas celulares propone que la hiperactivacion del sistema NF-
kB, podria ser el vinculo entre la mutacion BRAFV600E y la sobreexpresion de TIMPI. Se ha
demostrado que MAPK induce la activaciéon de la senalizacion de NF-kB, sin embargo,
BRAFV600E también influye en su activacion por fosforilacion de su inhibior IkB-a
independiente de MEK-ERK (Bommarito et al., 2011). EI NF-kB activado se traslada al ntacleo
induciendo la transcripcion de varios genes inhibidores de apoptosis (inhibidor de caspasa-8
FLIP, inhibidor de las proteinas de apoptosis c-IAP1/2 y XIAP, y miembros de la familia Bcl2
de reguladores de apoptosis), promotores de angiogénesis (factor de crecimiento de fibroblastos
basico, IL-8, MMP-9) y metéstasis (Twist-1) (Xia, Shen, & Verma, 2014). En ese mismo
estudio, la activacion de NF-kB da como resultado una mayor expresion de 7/MP1 promoviendo
la proliferacion (Bommarito et al., 2011). Ademas, en cancer colorrectal y de mama la union de
TIMP1 con CD63 aumenta la proliferacion celular a través de la fosforilacion de Akt en Ser-
473, resultando en mayor proliferacion, invasion e inhibicion de la apoptosis (Bommarito et al.,

2011; Song et al., 2016).

La sobreexpresion de TIMP1 observada en pacientes BRAFV600E en nuestro estudio fue
3.370 £ 0.254, respecto a los nddulos sin la mutacion, similar a lo reportado por otros
investigadores donde se identifico un aumento de 4.03 + 0.46 veces en comparacion con los
nddulos BRAF silvestre en poblacion italiana, asocidndose con mayor invasion tumoral

(Bommarito et al., 2011).
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La caracterizacion de estas alteraciones revela el papel esencial de la sefalizacion de
MAPK y PI3K/AKT en la promocion de la iniciacion y progresion del CaT (Valvo & Nucera,
2019). Se comprobd que la deteccion de una sola alteracion somatica (BRAFV600E) en
muestras de citologia es indicativo de malignidad, sin embargo, no son lo suficientemente
sensibles para excluir malignidad cuando la prueba es negativa, y se pueden obtener falsos
negativos en hasta el 30% de los tumores malignos (Macerola & Basolo, 2018; Vallejo Casas
et al., 2014), por lo tanto, es necesario complementar estos analisis. Las diferencias en el perfil
de expresion génica entre tumores malignos y benignos se han empezado a explotar con fines
diagnésticos (Vallejo Casas et al.,, 2014). En nuestra investigacién, la sobreexpresion de
CLDNI, TIMP1 y KRT19 es diferencial entre citologias benignas de malignas con un alto valor
de sensibilidad; ademas se identificaron asociaciones entre su desregulacion con la positividad
de la mutacion BRAFV600E, los cuales se mantenian cuando se comparaban con los puntos de
corte de la expresion determinados en cada gen para la diferenciacion de ndodulos malignos de
benignos, lo que resulta de interés para el diagnostico, en donde se podria seleccionar
adecuadamente cuales de ellos se beneficiarian realmente de un manejo quirurgico o el grado
de reseccion inicial de la cirugia practicada. La conexion debe explorarse a fondo, ya que es
prometedora para fines de diagndstico preoperatorio y podria proporcionar nuevos

conocimientos sobre nuestra comprension de la etiologia del carcinoma de tiroides.
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XI. CONCLUSIONES

11.1. Conclusion general

CLDNI, KRT19 y TIMPI se sobre expresan significativamente en PCT y se observo una
correlacion positiva entre sus expresiones. Como biomarcadores individuales, el nivel de

transcripcion de cada gen demostro un alto valor predictivo negativo para descartar cancer.

La mutacién en BRAFV600E se identifico exclusivamente en PCT, y estd fuertemente
asociada con la sobreexpresion de TIMP1, lo que podria indicar una conexion bioldgica entre

ellos, que puede ser explicada via MAPK.
11.2. Conclusiones especificas

o Los pacientes que han padecido cancer previamente tienen un riesgo nueve veces
mayor de desarrollar lesiones malignas.

o El nivel de expresion de CLDNI, KRT19 y TIMP1 es significativamente mayor
en los PCT en comparacion con los PNB.

. Existe correlacion débil estadisticamente significativa de la edad con el nivel de
ARNm de KRT19y CLDNI.

o Se determinaron puntos de corte del valor de expresion de CLDNI, KRT19 y
TIMP1 para determinar cuando la sobreexpresion es significativa de una lesion maligna.

. CLDNI, KRT19y TIMPI son buenos biomarcadores individuales para distinguir
lesiones benignas de malignas de acuerdo con sus caracteristicas predictivas.

J No se identificaron las mutaciones rs121913273 y rs121434592 de PIK3CA y

AKT1I respectivamente.
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o Se identificd6 un paciente genotipo homocigoto mutado para la mutacion
BRAFV600E con diagnostico de carcinoma folicular.

. Se identificd como factor de riesgo para el desarrollo de CaT, el ser portador del
alelo mutado A de la mutacion BRAFV600E y haber presentado algin tipo de cancer
previamente.

J La media de expresion de CLDNI, KRT19 'y TIMP1 es significativamente mayor
entre los portadores del alelo mutado en BRAFV600E, en poblacion total, asi como solo entre
PCT.

o Se observo diferencia significativa entre cada combinacion de genotipos de la
mutacion BRAFV600E con el valor de corte de expresion para CLDNI, KRT19 y TIMPI,
representando un factor de riesgo ser portador del alelo mutado en cada caso.

o Existe una fuerte asociacion entre la expresion de TIMP1 por arriba del punto de

corte con los portadores del alelo mutado en BRAFV600E.
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XII. LIMITACIONES DEL PROYECTO

1. Este estudio esta limitado por la falta de confirmacion histopatoldgica que puede impedir
la identificacion de casos falsos negativos, lo que disminuiria la sensibilidad y el VPN de
pruebas futuras.

2. Obtencién y viabilidad de las muestras
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XIV. ANEXOS

14.1. Perspectivas

14.1.1 Genotipificar la mutacion BRAFV600E vy realizar el perfil de expresion de ARNm
de CLDNI, TIMPI y KRTI9, en muestras de citologias con diagnostico indeterminado

(Bethesda Il y IV).

14.1.2 Realizar el seguimiento de las citologias indeterminadas y recuperar el diagndstico

histologico de aquellas que se hayan sometido a cirugia.

14.1.3 Evaluar el valor predictivo como clasificador de nédulos indeterminados del panel

de expresion con la mutacion en BRAF.

14.1.4 Cuantificar los niveles séricos de las proteinas de TIMP1, CLDNI1, y correlacionar

con su expresion en tejido.
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14.2. Carta de consentimiento informado

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
(TODOS LOS DATOS AQUI EMITIDOS SON COMPLETAMENTE CONFIDENCIALES)

MAZATLAN, SINALOA A DEL MES DE 20

Por medio del presente acepto participar en el protocolo de investigacion titulado:
Analisis de mutaciones y perfil de expresion de genes implicados en el desarrollo de neoplasias en tiroides
El objetivo del estudio es:

GENERAR INFORMACION QUE CONTRIBUYAN AL ENTENDIMIENTO DEL PADECIMIENTO DE NODULOS
TIROIDEOS PARA SU PRECISA CLASIFICACION.

Se me ha explicado que mi participacion consistira en:

DONAR UNA MUESTRA DE 8mL DE SANGRE PERIFERICA Y TEJIDO PARA SU ANALISIS EXPERIMENTAL
Y CONTESTAR CUESTIONARIO ANEXO.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y
beneficios derivados de mi participacion en el estudio.

El Investigador responsable se compromete, en caso de ser necesario a darme informaciéon oportuna sobre
cualquier procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento, asi como a responder
cualquier duda que le plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo, los riesgos, beneficios o
cualquier otro asunto relacionado con la investigacion.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo considere conveniente,
sin que ello afecte la atencién médica que recibo.

El Investigador responsable me ha dado seguridad de que no se me identificard en las presentaciones o
publicaciones que deriven de este y estudios posteriores y, de que los datos relacionados con mi privacidad seran
manejados en forma confidencial. De igual manera me ha informado que las muestras donadas en este estudio
seran utilizadas Unica y exclusivamente para fines de investigacion y no asi con propésitos distintos al objetivo del
estudio. También se ha comprometido a proporcionarme la informacion actualizada que se obtenga durante el
estudio, en caso de ser necesario, aunque esta pudiera hacerme cambiar de parecer respecto a mi permanencia
en el mismo.

Nombre y firma del paciente

Dra. Noemi Garcia Magallanes

Responsable del Proyecto de Investigacion

Colaborador del area Oncolégica Colaborador del area Oncoldgica

Numeros telefonicos a los cuales puede comunicarse en caso de emergencia, dudas o preguntas relacionadas con el
estudio:(669) 180 0695 ext. 145, Laboratorio de Biomedicina Molecular. Ing. en Biotecnologia, UPSIN. Correo
electronico biomedicina@upsin.edu.mx
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14.3. Cuestionario

CUESTIONARIO
INFORMACION PROPORCIONADA POR EL VOLUNTARIO

NOMBRE COMPLETO:

Tel. o Cel:

EDAD (Aiios): USTED ES ORIGINARIO DE:

ESCOLARIDAD: OFICIO O PROFESION:
PROPORCIONE EL LUGAR DE ORIGEN (Ciudad, Estado) DE SU:

MADRE: PADRE:

ABUELA MATERNA: ABUELO MATERNO:

ABUELA PATERNA: ABUELO PATERNO:

1 ;USTED ESTA TOMANDO ALGUN MEDICAMENTO? a)NO b)SI

({CUAL MEDICAMENTO?

2.- ;PADECE DE ALGUNA ENFERMEDAD EN GLANDULA TIROIDES? a) NO b) SI

(CUAL?

3.- (FUMA? a) NO b) SI ¢) Antes d) Fumador pasivo

(POR CUANTO TIEMPO? ({CUANTOS CIGARROS AL DiA?

4.- ;EN LOS ULTIMOS 2 ANOS, USTED SE HA SOMETIDO A LOS SIGUIENTES TRATAMIENTOS?

L- RADIOGRAFIAS: a) NO b)SI  ;QUE AREA DEL CUERPO?

II.- RESONANCIAS: a) NO b)SI IIL- TOMOGRAFIAS: a) NO b) SI
IV.- MASTOGRAFIA: a) NO b) SI V.- RADIOTERAPIA: a) NO b) SI
5.- (SE HA SOMETIDO A TRATAMIENTOS HORMONALES? a) NO b) SI

({POR CUANTO TIEMPQO?
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6.- ;CONSUME O HA CONSUMIDO ACIDO FOLICO? a)NO b)SI ;POR CUANTO

TIEMPO?

7. (CONSUME O HA CONSUMIDO CALCIO? 2a)NO b)SI ;POR CUANTO TIEMPO?

8. ;PADECE FRECUENTEMENTE ENFERMEDADES DE LAS ViAS RESPIRATORIAS? a)NO  b) SI

(DE QUE TIPO?

9. ;HA PADECIDO ANTERIORMENTE ALGUN TIPO DE CANCER? a)NO b)SI (QUE TIPO DE

CANCER? .QUE EDAD TENiA AL DIAGNOSTICO?

10. ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES DE CANCER Y OTROS SINDROMES (Poliposis adenomatosa
familiar, enfermedad de Cowden, complejo de Carney tipo 1, tiroiditis de Hashimoto, carcinoma familiar de tiroides no

medular, etc.):

FAMILIAR EDAD EN QUE LO PRESENTO

TIROIDES

COLON

OTRO

INFORMACION PARA COMPLETAR POR EL ENCUESTADOR

CODIGO DE TOMA

ORIGEN DE LA MUESTRA:

PESO (Kg): ALTURA (M): IMC:
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disponible).

Congresos

2nd biotechnology world symposium-11° Encuentro nacional de biotecnologia. 16 al 20

de octubre de 2018. San José del Cabo, BCS.

37° Congreso nacional de oncologia. 6 al 9 de noviembre de 2019. Mérida, Yucatan.

VII Simposio Nacional de Ciencias Farmacéuticas y Biomedicina y V Simposio Nacional

de Microbiologia Aplicada. 1 y 2 de octubre de 2020.
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XV. SIGLAS Y ABREVIACIONES

ADN: Acido Desoxirribonucleico
ARN: Acido Ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

AUC: Area Bajo la Curva

CaT: Cancer de tiroides

EMT: Transicion Epitelio-Mesenquimal
GT: Glandula tiroides

IC: Intervalo de confianza

MAPK: Proteina quinasa activada por mitdgeno
MMP: Metaloproteinasas de matriz
NF-kB: Factor nuclear kappa B

NT: Nodulo tiroideo

P13K/AKT: Fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-cinasa—proteina cinasa B

PAAF: Puncion por aspiracion con aguja fina

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PCT: Paciente con cancer de tiroides

PNB: Paciente con nédulo benigno

RM: Raz6én de momios
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ROC: Caracteristica Operativa del Receptor

VPN: Valor Predictivo Negativo

VPP: Valor Predictivo Positivo
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