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Introduccion

1. ASPECTOS HISTORICOS DEL TIROIDES

Existen documentos procedentes de la mas remota antigiedad, que
hacen referencia a la existencia de tumores tiroideos (Langer P, 1961). Los
médicos chinos e hindues ya conocian, varios siglos antes de la era cristiana,
la existencia de estos tumores y dejaron constancia de ello en algunos escritos
que han llegado hasta nuestros dias. El autor chino Shan Khai Tsing relata en
alguno de sus escritos la presencia de anomalias morfologicas en el cuello y lo

relacionaba con la calidad del agua, proponiendo tratamiento con algas.

En el siglo Il en la India, es preciso mencionar y destacar el friso de
Gandhara donde se observa una figura de un sujeto portador de un bocio
perturbando la paz de Budha (Mornex R, 1999).

En la civilizacion egipcia, donde la ciencia y en especial la medicina,
alcanzé gran esplendor, se mencionaba el aumento de la glandula tiroides. Se
conservan en la actualidad relieves procedentes de las culturas precolombinas
andinas, donde se observan detalles que sugieren la existencia de tumores
tiroideos (Patifio JF, 1976).

Hipocrates (siglo IV a. C) resefia en su obra el aumento de la glandula
tiroides denominandolo “Joiron”. Claudio Galeno, médico griego que vivid en
Roma en el siglo Il D.c., ya hace referencia a la glandula tiroides en su obra
‘De Voce”, donde describe una intervencion por bocio para desplazarlo sin
realizar exéresis y preservando los nervios laringeos recurrentes (Werner Sc,
1977).

Gayo Segundo Plinio, naturalista y fildsofo latino del siglo | D.c. en su
extensa obra de la Historia Natural, describe el aumento del tiroides y lo llama
“‘gutur”, llegando a sospechar que la causa de ese aumento era el agua que
bebian (Langer P, 1961).

15



Introduccion

La Edad Media se caracteriza por un importante ambiente de supersticiéon
y miedo entorno a la glandula tiroides. Paracelso, médico y alquimista nacido a
finales del S XV, relacionaba el aumento de esta glandula con la carencia de

minerales en el agua que consumian las personas afectas.

La primera referencia de la época moderna a la glandula tiroides, la hace
Vesalio a mediados del siglo XVI, realizando una detallada descripcion
anatomica. En el siglo XVIl, Wharton, comenzé a denominar a la glandula
tiroides con este nombre, tomando la palabra griega “tireos”, que significa
“escudo”, dada la semejanza que presentaba con este objeto (Kaplan EL,
1987).

Practicamente hasta el Renacimiento y la expansién de la investigacion
del cuerpo humano, la glandula tiroides no fue identificada como tal,
probablemente por Leonardo Da Vinci sobre el afio 1500 y definitivamente por
Vesalio en 1543, llamandole “glandulas laringeas”. Hacia el comienzo del 1600,
los anatomistas finalmente identificaron la glandula en humanos. La primera
descripcion anatémica del tiroides se atribuye a Giulio Caserio de Papua en
1601. Mas tarde la glandula recibi6 el nombre de “tiroides” por Thomas
Wharton en 1656. Los experimentos de extirpacion de tiroides fueron al
principio erroneamente interpretados, debido a la extirpacién simultanea de las

paratiroides.

La primera tiroidectomia de la que existe constancia fue realizada por
Paulus hacia el afo 500 D.c., aunque fue el médico y escritor arabe Abul
Casem Khalaf Ebn Abbas o Abul Quasim al-Zahrawi mas conocido como
Albucasis (Halsted WS, 1928), quien realiz6 la primera tiroidectomia con éxito
de la que existe constancia historica (Sedgwick CE, 1978), hacia el afio 952
D.c., en la ciudad de Zahra (Cordoba) (Harrison TS. Tiroides, 1988). A finales
del siglo XVIII, se realizaron algunas tiroidectomias de la mano de cirujanos
como Desault y Hedenus (Kaplan EL, 1987), aunque en esta época existia un
temeroso respeto por la glandula tiroides, debido a las importantes

complicaciones que conllevaba su abordaje quirurgico (Halsted WS, 1928).
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En 1791 se recoge una de las primeras tiroidectomias parciales, realizada
por el famoso cirujano francés Pierre Joseph Desault, para el tratamiento de
una mujer con cancer de tiroides en el Hotel Dieu de Paris (Desault PJ, 1792).
En 1807, el Dr. Charles Harris de Nueva York operd un bocio gigante con éxito

a través de una extensa incision mediana vertical.

Antes de 1850 aproximadamente, se habian descrito tan soélo la
realizacion de unas 70 tiroidectomias, con una mortalidad del 41% ya que estas
intervenciones se llevaron a cabo antes de la anestesia endotraqueal, la
utilizaciéon rutinaria de hemostatos, transfusion sanguinea, el concepto de la
asepsia quirurgica y antes de que existieran quiréfanos en la mayoria de
Hospitales (Suskind A, 1877).

No se produjeron avances significativos hasta finales del siglo XIX,
cuando llegé el desarrollo de la anestesia general por JC Warren en 1846.
Destaca Theodor Emil Kocher (1841-1917), profesor de cirugia de Berna, que
llegé a realizar mas de cinco mil tiroidectomias en su clinica (Harrison TS,
1988). Por su inestimable contribucidon al conocimiento de las enfermedades
del tiroides y al progreso de la técnica quirurgica de abordaje del mismo, recibi6

en 1909 el Premio Nobel de Medicina.

La aparicion de los conceptos de antisepsia, iniciados por Joseph Lister
(1827-1912) y la mejora de las técnicas anestésicas, iniciadas por William
Thomas Morton (1819-1868) en 1846, contribuyeron al progreso de la cirugia
del tiroides (Harrison TS, 1988). Con la aplicaciéon de principios novedosos
como la manipulacion meticulosa, la identificacion del nervio recurrente
laringeo y la conservacion de las glandulas paratiroides, por entonces aun
desconocidas, se logré reducir la mortalidad de una manera notable (Sedgwick
CE, 1978).

Fue el propio Kocher quien descubrid que la exéresis total del tiroides

provocaba mixedema, lo que evitaba si se realizaba tiroidectomia subtotal
(Harrison TS, 1988).

17
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La obra de Kocher fue continuada por Halsted, que desarrollé su propia
técnica de tiroidectomia, recogida en su obra “La historia quirurgica del
Bocio” (Halsted WS, 1928). Asi pues, fueron Kocher y Billroth en Europa y
Halsted, Mayo, Crile y Lahey en los Estados Unidos, los impulsores de una
auténtica revolucion en la cirugia del tiroides. En 1880, Billroth éra el cirujano
con mas experiencia en tiroides en el mundo. A Theodor Kocher de Berna, se
le atribuye la maduracion de la perspicacia quirurgica que permitio un correcto
abordaje del tiroides; adquirié rapidamente una amplia experiencia en cirugia
tiroidea, que fue comunicando con trabajos sucesivos durante mas de 40 afios;
fue refinando y mejorando su técnica y en 1895 su tasa de mortalidad para
patologia tiroidea benigna era menor del 1%. En 1917, hizo su ultima aparicion
en un Congreso Quirurgico en Suiza, revisando su experiencia quirurgica en
cirugia de tiroides, enumerando aproximadamente una 5000 intervenciones con

una tasa de mortalidad del 0.5%.

Especial importancia en el tratamiento de las enfermedades del tiroides,
han tenido los avances en el conocimiento de su fisiologia. Jean Louis
Reverdin (1842-1929) en 1882 produjo de manera experimental un mixedema
en pacientes que se sometian a tiroidectomia (Kaplan EL, 1987). A este
cirujano suizo se debe la diferenciacion entre la capsula tiroidea aponeurdtica
de la anatémica. En 1896, Bernard Riedel (1846-1916) separé como patologia
las tiroiditis crénicas, completadas por Hakaru Hashimoto (1881-1934) en 1912

con la descripcién de la tiroiditis linfocitaria.

En 1880, Paul Tillaux (1834-1904) realizé la ablacion de la glandula
tiroides de un paciente afecto de “bocio exoftalmico”, mejorando su
sintomatologia (Fragu P, 1999). Thomas Peel Dunhill nacié en 1876 en
Australia. En 1907 realizé su primera lobectomia tiroidea bajo anestesia local
para el tratamiento de un bocio toxico. En 1908 propuso que para el éxito en el
tratamiento del bocio tdxico era necesaria la exéresis de bastante tejido
tiroideo, defendiendo la exéresis bilateral del tiroides, antes de que lo hiciera
Kocher (Dunhill T P, 1999)
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Es célebre la experiencia de Murria, médico inglés, que en 1891
administréd un extracto glicerinado de tiroides a los pacientes con mixedema,
observando que mejoraban de este cuadro. Cinco anos mas tarde, Baumann
detectd la presencia de gran cantidad de yodo en un hidrolizado acido de
extracto tiroideo, y trece afios después, Oswald aisld la yodotiroglobulina, un
compuesto formado por una base proteinica a la que encontraba unido el
yodo.(Harrison TS, 1988). La tirosina fue aislada por primera vez por Kendall
en 1915(Kaplan EL, 1987) y en 1927, Harrington y Barker lograron sintetizarla.
Gross, Pitt-Rivers, Roche, Lissitsky y Michel, a partir de 1953, contribuyeron

notablemente al conocimiento de las hormonas sintetizadas en el tiroides.

En 1943 McKenzies y Astwood, descubrieron el tiouracilo, abriendo el
importante camino hacia los antitiroideos, lo que permitia el tratamiento del
bocio y el control de una de las mas temidas complicaciones de la cirugia del

tiroides, que era la tirotoxicosis.

Dentro de la literatura de habla hispana, hemos de resaltar varios autores:
Esquerdo en Palma de Mallorca en 1891 que propone el tratamiento quirurgico
para la enfermedad de Basedow. En Hispanoamérica destaca en Méjico, Ortiz
que describe la tiroidectomia total en dos tiempos (1893). En Cuba,
Menocalque realiza una enucleacion de un bocio lateral (1893). En Argentina,
Masi publica un caso de enucleacion de un bocio quistico por la técnica de
Botin (1899)
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2. EMBRIOLOGIA Y ANATOMIA DE LA GLANDULA
TIROIDES

2.1.- EMBRIOLOGIA (Sadler T, 1986) (Sanders L, 1997)

Para la realizacion de la cirugia de la glandula tiroides se necesitan conocer
los fundamentos basicos del desarrollo embriolégico de la misma, para

entender las variaciones topograficas y poder realizar una cirugia correcta.

Lo mas caracteristico del desarrollo embrionario de la cabeza y el cuello es
la formacién de los arcos branquiales o faringeos que aparecen entre la cuarta
y quinta semana del desarrollo intrauterino. Estos arcos estan separados por

profundos surcos llamados hendiduras.

Apofisis

maxilar

Apdtisis
mandibular
Cavidad
E e by timpanica
Hendiduras /. AT Bolsas el Sekmera
faringeas pa it e faringeas 2 -
' Conducto o ) X Trompa
auditivo ; e faringotimpanica
externo 1t 5

Amigdala
palatina

- Glandula
paratiroides (inferior)
Timo

Glandula
paratiroides
(superior)

Pliegue i e oo e ultimobranquial
epicardiaco e i |

Figura 1. Dibujo esquematico de la embriologia del Tiroides
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Del primer arco branquial surgiran la mandibula y partes del oido medio.
Del segundo arco, entre otras estructuras, se formara el asta menor y la
porcidn superior del hueso hioides. Del tercer arco se origina la porcion inferior
del cuerpo del hioides y el asta superior del cartilago tiroides. Del cuarto y sexto
arcos branquiales surgiran el resto del cartilago tiroides, cricoides, aritenoides
y cuneiforme.

_ Cada arco branquial se
Martilio Yunque

halla inervado por un

Estribo

nervio diferente, siendo

Cartilago de Apofisis

Meckel estiloides de gran importancia para

o entender la inervaciéon en

estilohioideo

Asta menor del el adulto de las
hueso hioides

Asta mayor del diferentes estructuras

hueso hioides

cervicales. Junto con el

Cuerpo del hioides

desarrollo de estos arcos

GaiagDimoiaes : y hendiduras aparecen
ol o unas evaginaciones
Anillos traqueales ”amadas bolsas

Figura 2. Esquema embriolégico del Tiroides.

faringeas a lo largo de las paredes del intestino anterior. Progresivamente
estas bolsas se introducen en el mesénquima circundante pero sin llegar a
comunicar con las hendiduras externas. Los arcos branquiales, en numero de

seis, seran determinantes para la formacion de la cabeza y el cuello.

2.1.1. Glandula Tiroides
La glandula tiroides se origina de las células epiteliales en la linea media del
suelo de la futura faringe. Cuando éste se engrosa, se produce un proceso de
evaginacion dando lugar al futuro tejido tiroideo. Siguiendo el camino de los
grandes vasos y del corazon, el futuro tiroides desciende a lo largo del

conducto tirogloso.
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Epitelio Faringeo

Este conducto se origina del

_ agujero ciego de la base de la
e —

lengua. EIl tiroides primitivo se
divide en dos lI6bulos antes de
situarse delante de la traquea en

la séptima semana embrioldgica

Pelculo; = Tismo
- Remanente

delpediculo _ Lobulo izquirdo adquiriendo la forma de “h” o

Itsmo

escudo. La parte distal del

conducto tirogloso puede formar el

I6bulo piramidal aunque

Figura 3. Desarrollo del Tiroides Primitivo

normalmente el epitelio del conducto tirogloso degenera y desaparece. Muchas
de las anormalidades de la tiroides se deben a variaciones en el descenso de

la misma en el periodo embrionario.

2.1.2. Glandulas Paratiroides (Wang C, 1976)

Las futuras glandulas paratiroides surgen de las células endodérmicas que
proliferan de unas evaginaciones laterales de la tercera (paratiroides inferiores)
y cuarta bolsa faringeas (paratiroides superiores). De la parte ventral de la
tercera bolsa ademas se formara el timo que migrara al mediastino arrastrando
a las paratiroides inferiores. La cuarta bolsa y su futuro tejido paratiroideo va
menos asociada a la migracion del timo y mas a la de los futuros lébulos
tiroideos. La parte ventral de la cuarta bolsa parece formar también parte del

desarrollo de tejido timico que sin embargo mas tarde desaparece.
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Quia paralroides. supenor

OF la cuarta bolsa fanngea)

Figura 4. Esquema de la embriologia de la glandula paratiroides

2.2.- ANATOMIA DE LA REGION TIROIDEA (Latarjed, 1983)

Cualquier cirujano que pretenda realizar intervenciones sobre el tiroides
deben tener conocimientos acerca de la anatomia del cuello, que incluya la
glandula tiroides, su irrigacion e inervaciéon, asi como las estructuras

anatémicas vecinas: traquea y laringe.

2.1.1. Piel
La piel del cuello puede presentar pliegues transversos marcados que
pueden indicar el lugar de la incisidon: a través de los pliegues superiores a la

linea esternoclavicular es el sitio idéneo para la incision en collar.
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2.2.2. Los Mdsculos

El platisma, es un delgado
musculo en forma de sabana que
se encuentra inmediatamente
debajo del tejido subcutaneo. Se
dispone en abanico por debajo de
las claviculas hasta la mandibula 3 ' .} T
dejando una linea medial libre. ’
Este musculo debe ser disecado
junto con la piel y el tejido celular .~ <l , ' : _Estermoctedo-

subcutaneo en el momento de la

cirugia. De esta manera, se evita

un sangrado innecesario, porque

Figura 5. Musculatura laterocervical del cuello

el espacio entre el platisma y la fascia que cubre la musculatura pretiroidea es

avascular.

Los musculos que deben ser tenidos en cuenta durante la cirugia tiroidea son
los esternocleidomastoideos, que forman los limites Ilaterales, el
esternohioideo y el esternotiroideo, que forman el limite superficial y anterior.
El esternohioideo se encuentra mas anterior y el esternotiroideo justo debajo,
cubriendo la capsula tiroidea. Ambos nacen del esternén. El esternohioideo se
inserta en el hioides y el esternotiroideo en el cartilago tiroides. La fascia del
borde medial de la unién de los esternocleidomastoideos se fusiona con la
facial lateral de los esternohioideos. Esta fascia se divide verticalmente durante
la exposicion del tiroides permitiendo la retraccion del musculo
esternocleidomastoideo lateralmente. Los musculos esternohioideo vy
esternotiroideo estan inervados por el asa del nervio hipogloso que desciende
pegado al borde lateral del esternohioideo y entra en los musculos en la parte
baja del cuello. Cuando estos musculos deban ser seccionados
transversalmente debe hacerse en la parte mas alta posible para preservar la

funcién motora de ambos.
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2.2.3. Los vasos: irrigacion
Los principales vasos que irrigan la glandula tiroidea son externos a la
capsula. El principal aporte sanguineo viene de las arterias tiroideas superior e
inferior. Ocasionalmente una rama de la aorta o del tronco innominado llamada
arteria tiroidea media y vena tiroidea media irrigan a la parte mas caudal. Las
venas drenan, en general, a través de las areas de las correspondientes

arterias.

2.2.3. a.- Las venas
La venas yugulares
superficiales se encuentran
debajo del platisma. Son
) ; ] — - _Gangllns;:‘ngl'ulsrts

facilmente visibles y no suelen mema |-¥R AW R
presentar problemas en la
diseccion cervical. Las venas e
yugulares externas discurren
Ganglios yugulares

lateralmente 'y cruzan por o Y\ . ~4 inferiores

encima de los musculos

<@
G - -Ganglios laterales
profundos

esternocleidomastoideos.

« M
Entre las venas yugular Vena tiroidea — —'g -

inferior " _ y = - Ganglios mediastinivos

anterior y externa puede haber

un plexo venoso que en el caso

Figura 6. Vascularizacion Venosa del Cuello.

de bocios grandes puede alcanzar un tamafo considerable. Debemos tener
cuidado cuando se realiza la diseccion de la piel y el platisma para no danarlos.
Si disecamos con cuidado la fascia entre el esternocleidomastoideo y el
esternohioideo, las venas comunicantes pueden ser identificadas y ligadas sin
problemas. La vena yugular externa puede ser retraida junto con el
esternocleidomastoideo y la vena yugular anterior se liga y secciona cuando se

seccionan los musculos tiroideos.

Las venas tiroideas profundas abandonan la glandula tiroidea junto con

las arterias correspondientes en los polos superior e inferior y en el lateral de
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la glandula. Las venas son menos constantes en numero y tamano que las
arterias. Las venas profundas pueden ser un grave problema durante la cirugia
tiroidea porque ademas de su gran numero, son facilmente lesionables, con la
consiguiente hemorragia, sobre todo en los pacientes con un bocio grande
subesternal. En estos pacientes, la clavicula puede actuar como torniquete
provocando la dilatacién e incremento de presion de las venas. Cuando ocurre
una hemorragia incontrolada, el polo inferior y el componente subesternal del
bocio deben ser extraidos rapidamente del mediastino. Liberar el efecto
torniquete de la clavicula permite a las venas colapsarse y controlar el

sangrado.

Las venas tiroideas superiores abandonan el polo superior del tiroides
justo anterior y lateral a la arteria tiroidea superior, drenando al tronco venoso
tirolinguofacial que depende de la vena yugular interna. Debe ligarse de

manera independiente a la arteria durante la tiroidectomia.

Las venas laterales varian en numero. Pasan directamente desde el
borde lateral de los I6bulos a la vena yugular interna. Durante la tiroidectomia,
debemos ligarlas para poder acceder al compartimento lateral. En las glandulas
patoldgicamente grandes, la vena yugular y las venas tiroideas medias pueden
estar comprimidas contra el tiroides y ser confundidas con venas de la capsula
tiroidea siendo dificil encontrar el plano entre el tiroides y la vena yugular. Las
venas laterales puedes cubrir la capsula debiendo ser identificadas y ligadas

antes de realizar la enucleacion de la glandula.

Las venas tiroideas inferiores dejan el polo inferior en una o mas
ramas, formando frecuentemente un plexo. La vena tiroidea inferior no suele
discurrir adyacente a la arteria tiroidea inferior, que se encuentra en la zona
media del tercio inferior de la glandula. La arteria tiroidea inferior discurre mas

cercana a las venas medias o laterales.

La vena tiroidea inferior drena en la vena yugular interna aunque a veces

lo hace directamente a la vena innominada. Ocasionalmente una vena drena el
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istmo (la vena tiroidea media) bajando sobre la traquea para desembocar en
la vena innominada.

Las venas tiroideas inferiores pueden discurrir muy préximas a los nervios
recurrentes en su ascenso. En esta area el nervio recurrente laringeo es

especialmente vulnerable

2.2.3. b.- Las Arterias

Las arterias tiroideas superiores son la primera rama de la arteria
cardtida externa tras la bifurcacién de la arteria carétida comun. Discurren
hacia abajo y medialmente sobre la superficie de los musculos constrictores
inferiores entrando en el polo superior

A. laringea

de la glandula tiroides en su superficie superior _

F=—"_A. tiroidea

superior

anteromedial. En su  descenso
discurren inferior y lateral al nervio
laringeo desde aproximadamente 1 cm
por encima del polo superior de la
glandula, aunque puede ir entrelazado
con sus ramas. Debemos tener mucho
cuidado al ligar la arteria tiroidea
superior en su entrada en la glandula
para evitar lesionar el nervio.

Ocasionalmente una rama de la arteria

tiroidea superior irriga el l6bulo
Figura 7. Vascularizacién arterial del cuello

piramidal y la zona superior del istmo y puede sangrar cuando se liga la

arteria tiroidea superior por debajo de esta rama al realizar la tiroidectomia.

Las arterias tiroideas inferiores nacen del tronco tirobicervicoescapular
después del origen de las arterias subclavias. Estas arterias ascienden detras
de las venas yugulares y de las arterias carodtidas hasta la altura del polo
tiroideo inferior. Entonces hacen un giro hacia abajo y medial y entra en la
glandula por su porcion media y no en el polo inferior como se indica en

muchos tratados. Para localizar la arteria tiroidea inferior, el cirujano debe
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rechazar con cuidado la glandula medialmente y la vena yugular lateralmente,
apareciendo bajo la arteria carétida. Antes de entrar en el tiroides, la arteria
tiroidea inferior puede dividirse en una o0 mas ramas que pueden ir intimamente

asociadas con el nervio recurrente o sus ramas.

Una de las ramas de la arteria tiroidea inferior irriga la glandula
paratiroides inferior, y una pequefia rama frecuentemente irriga la glandula
paratiroides superior, aunque a veces sea una rama de la arteria superior la

responsable de la irrigacion de las glandulas paratiroides superiores.

Las ramas terminales de las arterias tiroideas superiores e inferiores
acaban uniéndose formando arcadas arteriales comunicantes supra e

infraitsmicas.

La arteria tiroidea inferior puede raramente nacer de la aorta o de la
arteria innominada y pasar directamente hacia arriba anterior a la traquea vy
entrar en el borde inferior del istmo. Cuando esto ocurre se liga junto con las

venas tiroideas inferiores.

Puede también existir una arteria tiroidea media (Neubauer) que se
origina del cayado de la aorta o del tronco arterial braquiocefalico y dirigiéndose
hacia arriba y adelante llega al borde inferior del istmo donde refuerza la arcada

infraitsmica.

2.2.4. Sistema Linfatico
Los conocimientos del drenaje linfatico tiroideo se obtiene de la diseccion
anatomica, técnicas de inyeccion de sustancias y estudios de contraste
radiolégico (linfografias). Una de las caracteristicas mas importantes del
drenaje linfatico del tiroides es su extensién pudiendo fluir en multiples
direcciones: verticalmente tan lejos como el mediastino o region cervical alta, y
horizontalmente hasta la region lateral cervical o retrofaringea, incluso llegando

al lado opuesto.

Los linfaticos se originan en la intimidad de la glandula formando un plexo
subglandular. Desde alli los colectores principales son los medios (superiores
e inferiores) y los laterales. En general los linfaticos acompanan a las venas.

Los colectores medios superiores drenan desde el borde superior del istmo
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hasta los ganglios prelaringeos. Los colectores medios inferiores desde el
borde inferior del istmo hacia los ganglios intratoracicos y pretraqueales. Los
colectores laterales emergen en toda la extension de los lobulos laterales

alcanzando los ganglios de la cadena yugular.

Por tanto, los ganglios linfaticos dependientes del tiroides podemos
agruparlos en: paraglandulares, pretraqueales, paratraqueales, de la
cadena del nervio recurrente, mediastinicos anterosuperiores, yugulares
superiores, yugulares medios, yugulares inferiores (que se localizan
anteriores vy laterales a la vena subclavia), y los grupos retrofaringeos y
retroesofagicos.

Los grupos ganglionares yugulares forman los nodulos profundos del
cuello. Todos son adyacentes a la vena yugular interna y estan situados bajo el

musculo esternocleidomastoideo.

2.2.5. Los Nervios
Los nervios recurrentes laringeos parten de los nervios vagos a
diferentes niveles en cada lado. El recurrente derecho parte cuando el vago
cruza la arteria subclavia, el nervio gira alrededor de la subclavia por detras y
asciende lateral a la traquea entrando en la laringe posterior al tiroides a nivel
de la articulacion cricotiroidea. El recurrente
izquierdo deja el vago cuando éste cruza el
cayado aodrtico. Rodea el cayado y asciende
lateral a la traquea para terminar sus ramas en
los musculos laringeos.
Los nervios recurrentes se sitlan uno o o |
dos centimetros laterales a la traquea a nivel | & “-,;;;,‘;';:f‘__': 4
del polo inferior de la glandula tiroides. A este ! '
nivel el recurrente puede ir intimamente
relacionado con ramas de la arteria tiroidea

inferior, pudiendo pasar posterior o superficial a

Figura 8. Nervios recurrentes

la misma o sus ramas. Por tanto, esta zona es la mas vulnerable para la lesion
de los recurrentes. Reed incluso describe 28 tipos de relaciones posicionales

entre la arteria tiroidea inferior y el nervio recurrente. Investigaciones hechas
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por Dedo indican que el nervio recurrente laringeo sélo tiene un ramo motor
para inervar los musculos laringeos. El resto de ramas extralaringeas son
sensoriales, una de estas ramas sensoriales puede anastomosarse con ramas

del nervio laringeo superior formando el asa de Galeno.

Desde el punto de vista practico, el cirujano debe considerar cada ramo
extralaringeo del nervio recurrente, como un posible nervio motor y por tanto
preservar todas las ramas. En su ascenso el nervio recurrente continua
medialmente relacionado con la capsula posterior del tercio medio de la
glandula tiroides y entra a la laringe entre el arco del cartilago cricoides y el
cuerno inferior del cartilago tiroides. Los nervios recurrentes en raras ocasiones
no recurren y pasan directamente desde los vagos cruzando en intima relacion
con los vasos tiroideos superiores.

Los nervios laringeos superiores parten del nervio

[Nervie laringeo superior

vago a nivel de la base del craneo (espacio
retroestileo) y descienden medial a los vasos
carotideos y a nivel del cuerno hioideo se divide en
dos ramas. La rama interna sensorial penetra por la
membrana tiroidea y se anastomosa con la rama
sensorial del recurrente completando el asa de
Galeno. La rama externa discurre por la superficie
lateral del muasculo constrictor faringeo inferior,

desciende, e inerva la musculatura cricotiroidea.

Ambos ramos discurren adyacentes a la arteria tiroidea

Figura 9. Nervios Laringeos

superior y pueden lesionarse si ligamos la arteria en bloque y demasiado
proximal. Cuando se lesiona un nervio recurrente se provoca la paralisis de la

cuerda vocal ipsilateral.

2.2.6. Glandula Tiroides (Rossi, 1997)
La glandula tiroidea normal es blanda y desigual en formas y pesos
(alrededor de 20 gr.). Se compone de dos lébulos laterales y un puente de

union, el istmo, tejido tiroideo de grosor variable, pero mucho mas delgado que
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los I6bulos laterales. En una persona normal, el istmo puede ser palpado contra
la traquea a nivel entre el cartilago cricoides y el manubrio esternal. Los I6bulos
laterales se encuentran bajo la musculatura vertical y los musculos
esternocleidomastoideos, siendo dificil palparlos aun en una persona joven.
Cada I6bulo mide aproximadamente 4.5 cm de alto, 1-2cm de ancho y 2-3 cm
de grosor. Con frecuencia existe un Iobulo piramidal desde el istmo, con mas
frecuencia en el lado izquierdo, que es el resultado del camino migratorio de la

glandula tiroides durante el desarrollo embrionario.

2.2.7. Glandulas Paratiroideas (Rossi, 1997).

Es basico conocer el desarrollo embrionario y la anatomia normal de las
glandulas paratiroides para una buena actuacion quirurgica sobre las mismas.
El cirujano debe estar familiarizado con el aspecto normal y anormal de las
mismas. La posicion de las glandulas de un lado es simétrica a las del otro en
un 80% de los casos. Las paratiroides superiores se encuentran mas
frecuentemente en la interseccion entre el nervio laringeo y la arteria tiroidea
inferior. La localizacion mas frecuente de las paratiroides inferiores es mas
ventral, pegadas al polo inferior del tiroides o sobre el timo. En algunos
pacientes, las paratiroides se sitian muy arriba por un fallo en el descenso
durante el desarrollo embriolégico. Wang describid las probabilidades de

localizacion de las paratiroides segun el siguiente cuadro.

TTROIES INFERIOR

YUXTATIROIDEQ

Figura 10. Localizacion de las glandulas paratiroides superiores
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Las paratiroides se encuentran rodeadas frecuentemente de un tejido
conectivo que une el borde posterior del tiroides con la laringe. El peso normal
de estas glandulas es de 35-49mg. (variando entre 10-80mg) y su tamano
habitual es de 5x3x1mm. Son de color amarillento tostado, diferente al de la
grasa de alrededor, mas brillante.

Cuando se lesiona una paratiroides sangra y se torna mas rojiza. Las
paratiroides son mas blandas que el tejido tiroideo y que los ganglios y puede
tener multiples formas. Frecuentemente la paratiroides superior esta debajo de

la capsula tiroidea, no asi las inferiores.

(RETROFARINGEA Y

i CRICOT 0Y < { DETRAS DEL POLO :
CRICOTIOIRDEO ¥ = binnd
Y TUXTACRICOIDEOQ FIROIDI‘ID SUPERIOR \/ RETROESOFAGICA

Figura 11. Localizacion de las glandulas paratiroides inferiores.
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3. FUNCIONAMIENTO DEL TIROIDES

La funcién normal de la glandula tiroides consiste en concentrar yodo (I) y
sintetizar, almacenar y segregar hormonas. Para la sintesis hormonal el tiroides
necesita, ademas de yodo, el aminoacido tirosina. El yodo ingresa en el
organismo con el agua y los alimentos y es eliminado con las heces y con la
orina. Las necesidades de yodo son del orden de 100-200ugr/dia. En la
secrecion de L-tiroxina (T4) y 3,5,3'-triyodo-L-tironina (T3), que constituyen las
hormonas tiroideas activas, influyen multitud de procesos metabdlicos. (S. de
Castro del Pozo, 1995).

La sintesis de hormonas tiroideas depende de la captacion de yodo, del
metabolismo normal del yodo y de la sintesis de la proteina receptora del yodo,
la tiroglobulina. La estructura de la tiroglobulina fomenta la formacion de T4 y
T3. Por su parte, la secrecion de una cantidad normal de hormona exige una
tasa de sintesis hormonal y de hidrdlisis de la tiroglobulina normales para
liberar las hormonas activas. El yodo penetra en el tiroides en forma de yoduro
inorganico, cuya fuente es el yoduro procedente de la desyodacién bien de las
hormonas tiroideas, o bien del yoduro consumido con los alimentos, el agua o

los farmacos.

Esta sintesis comienza con la de yodotirosinas, la monoyodotirosina (MIT)
y diyodotirosina (DIT), cuya estructura es una molécula de tirosina con uno 6
dos atomos de yodo. En esta fase interviene una peroxidasa. Posteriormente
se acoplan las yodotirosinas para constituir las verdaderas hormonas tiroideas
0 yodotironinas, que son la tetrayodotironina (T4) y la triyodotironina (T3); que
son el resultado del acoplamiento de dos moléculas de DIT, y de una molécula
de DIT y una de MIT, respectivamente. Las moléculas sintetizadas de este
modo forman parte de una molécula proteica de gran tamano, la tiroglobulina, y
asi son almacenadas hasta que son liberadas por enzimas proteoliticas y

pasan a sangre.
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La produccion diaria de T4 es de 800-100ug y la de T3 de 30-40ug. El
80% de la T3 procede de la desyodacion extratiroidea de la T4 que, por tanto,
en cierto modo, se comporta como una prohormona. La T3 es mas activa, tiene
una vida media mas corta que la T4. Esta también puede convertirse en la T3
inversa (rTs), que es inactiva. La rT3 aumenta porque se reduce su
desyodacion, que corre a cargo de la misma enzima que convierte la T4 en T3,
en el ayuno y en enfermos graves, como mecanismo de adaptacion para

reducir el gasto de energia.

La T4y la Ts sufren diversas reacciones después de penetrar en el interior
de la célula, que conducen en ultima instancia a su eliminacion o inactivacion.
Las hormonas tiroideas se metabolizan fundamentalmente por la extraccion
secuencial de atomos de yoduro y la obtencion final del nuacleo de tirosina, libre
de yodo. Mientras que el tiroides constituye la Unica fuente enddgena de la
tiroxina libre (fT4), tan sélo secreta el 20% de T3, generandose el resto en
tejidos extraglandulares (principalmente higado, musculo y rifidn) a partir de T4
por un mecanismo de desyodacion. Las vias de desyodacion son responsables
aproximadamente del 70% del metabolismo de T4 y T3. En el caso de la Ts, la
via metabdlica mas importante es la 5’-monodesyodacion, por la cual se genera
T3. Aproximadamente el 30% de la T4 se convierte en T3, que posee una
potencia metabdlicamente superior; por ello, casi todo el efecto metabdlico de
la T4 se atribuye a la accion de su producto T3. Normalmente, la formacién
extraglandular de T3 es responsable del 80% de los niveles sanguineos y de la
produccion global; el resto procede de la secrecion tiroidea. (Harrison 14 ed.,
1988).

Las hormonas tiroideas modifican el crecimiento y maduracion de los
tejidos, la respiracion celular, el gasto energético total y el recambio de casi
todos los sustratos, vitaminas y hormonas, incluidas las propias hormonas

tiroideas.

La funcién tiroidea esta regulada por dos mecanismos generales, el

primero supratiroideo y el segundo intratiroideo.
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IEH Hipotdlamo
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TSH Hipdfisis

Tiroides
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Figura 12. Regulacidon del sistema hipotalamo-hipofisario-tiroideo.

El mediador de la regulacion supratiroidea es la tirotropina (hormona
estimuladora del tiroides, TSH), una glucoproteina secretada por las células
basdfilas (tirotropicas) de la hipofisis anterior. La TSH estimula la hipertrofia e
hiperplasia del tiroides; acelera la mayor parte del metabolismo intermediario
tiroideo; aumenta la sintesis de acidos nucleicos y proteinas, incluida la

tiroglobulina, y estimula la sintesis y secrecion de hormonas tiroideas.

La secrecion de TSH depende, a su vez, de dos mecanismos opuestos
en la célula tirotrépica. La hormona liberadora de tirotropina (TRH), un
tripéptido de origen hipotalamico, estimula la secrecién y sintesis de TSH,
mientras que las hormonas tiroideas, inhiben el mecanismo secretor de la TSH

de forma directa y antagonizan la accion de la TRH.

Por tanto, el control homeostatico de la secrecion de TSH se ejerce a
través de un mecanismo de retroalimentacion negativa por las hormonas

tiroideas; el umbral de inhibicion se controla por la TRH.

La regulacién intratiroidea de la funcién del tiroides es también
importante. Los cambios del yodo organico glandular producen cambios de la
actividad del transporte de yoduro del tiroides y controlan el crecimiento, la

captacion de aminoacidos, el metabolismo de la glucosa y la sintesis de acidos
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nucleicos. Estas acciones se manifiestan en ausencia de estimulacién de TSH;

seria una autorregulacion.

Las enfermedades tiroideas se manifiestan por alteraciones cualitativas o
cuantitativas de la secrecion hormonal, aumento del tamafio del tiroides (bocio)

0 ambos fenémenos.

La secrecion hormonal insuficiente origina hipotiroidismo o mixedema,
que se caracteriza esencialmente por la disminucion del gasto caldrico (hipo
metabolismo). Por el contrario, la secrecion excesiva de hormona produce un
estado hipermetabdlico y otros sintomas que se conocen con el nombre de
hipertiroidismo o tirotoxicosis. El aumento del tamafio de la glandula tiroidea
(normalmente pesa de 15 a 18g en el adulto) puede ser generalizado o local.
No obstante, el aumento generalizado no siempre es simétrico, ya que el I6bulo
derecho tiende a aumentar mas que el izquierdo. El bocio se asocia con
aumento, normalidad o disminucion de la secrecién hormonal, dependiendo de
la enfermedad de base. Habitualmente, el aumento localizado de tamafio
refleja una enfermedad neoplasica, benigna o maligna; en el primer caso se
produce a veces hipersecrecion hormonal e hipertiroidismo; los tumores

malignos rara vez lo hacen.
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4. CONCEPTOS DE GENETICA Y EPIGENETICA

4.1.- INTRODUCCION

La nueva medicina se basa en conocer los genes y proteinas que
controlan el comportamiento de las células, en qué partes del cuerpo se usa
cada uno de ellos, qué hacen y en qué magnitud, y los cambios que padecen

cuando se pasa de la salud a la enfermedad.

Esto es en realidad anatomia, fisiologia y patologia, es decir, el estudio
clasico en medicina pero en el que hemos bajado un nivel, de las
células mismas pasamos a los componentes que las controlan.
La idea es obtener estos componentes, producirlos en grandes cantidades y
utilizarlos como medicinas, o utilizar su actividad para disefiar una estrategia
curativa. En definitiva, utilizar la habilidad intrinseca de nuestro cuerpo en

construirse a él mismo, en mantenerse vivo y en auto repararse.

En la mayor parte de los pacientes con una patologia tiroidea, convergen
una serie de factores genéticos y ambientales que interactian de forma
conjunta para que se produzca patologia. Sin embargo, muchos de estos
factores causales son desconocidos y aun es necesario un gran esfuerzo en el
campo de la epidemiologia clinica y molecular para identificarlos. Desde el
punto de vista genético, el cancer de tiroides es una enfermedad compleja cuya
etiologia puede considerarse poligénica, por lo que pueden existir varios genes

de baja penetrancia que incrementen el riesgo de desarrollo de esta patologia.

Cada vez hay mas antecedentes que confirman la existencia de
mecanismos epigenéticos que permiten el traspaso de caracteres de una
generacion a otra. Tanto los habitos de comportamiento, como los riesgos de
enfermar, se pueden transmitir por vias independientes a la genética
convencional. A esto se ha denominado “mecanismos epigenéticos”. Estos
mecanismos serian el interlocutor entre los factores ambientales y diferentes

cambios producidos a nivel de expresion en el genoma. Diversos trabajos han
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confirmado la posibilidad de silenciar o activar genes sin modificar su

estructura.

El interruptor genético que poseia una generacion esta también
claramente presente en la segunda generacion. Eso confirma que los genes no
estan enclaustrados en el nucleo bajo llave estricta y blindada. Cualquier
cambio medio ambiental (cambios del “ambioma”) afectan a la forma de actuar
de los genes, y eso se puede heredar a través de las generaciones.
Lo que experimentamos no solo nos afecta a nosotros, sino a nuestros hijos y

nietos.

4.2.- ALGUNOS CONCEPTOS BASICOS DE GENETICA Y
EPIGENETICA.

La Genética es la rama de la Biologia que trata de la herencia y de su
variacion. La herencia se refiere a que la descendencia tiende a asemejarse a
sus padres, basandonos en el hecho de que nuestro aspecto y funcién
bioldgica, es decir, nuestro fenotipo, viene determinado en gran medida por

nuestra constitucion genética, es decir, nuestro genotipo.

En términos sencillos, el gen es la unidad funcional de la herencia. En
términos quimicos es una cadena lineal de nucledtidos (los bloques quimicos
que constituyen el ADN y el ARN). Una definicibn mas conceptual es
considerarlo como una unidad de almacenamiento de informacion capaz de

sufrir replicacién, mutacion y expresion.

Cada individuo es unico porque hereda de sus padres un patrimonio
genético o genoma que le es propio. Esta informacién o material genético esta
grabada en el centro del nucleo de cada célula en forma de empaquetado de
unidades discretas, denominadas cromosomas. Cada nucleo contiene 23
parejas de cromosomas homodlogos. Cada uno de estos cromosomas esta
formado por una hélice doble de ADN (acido desoxirribonucleico), soporte de la
herencia. EI ADN estda formado por una cadena de bases quimicas,

compuestas por atomos de carbono, nitrégeno, hidrégeno y oxigeno. Existen
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cuatro tipos diferentes de bases quimicas en las moléculas de ADN: Adenina
(A), Guanina (G), Citosina (C), Timina (T). Cada filamento de ADN tiene genes,
los cuales estan compuestos por un conjunto de tripletes, que son secuencias
de tres bases nitrogenadas. Cada triplete esta formado por tres de las letras A,
G, Cy T,y se corresponde a uno de los veinte aminoacidos que componen las

proteinas.

Para que una célula produzca una proteina tiene que descodificar el ADN
y fabricar un transmisor de mensajes resultado de la trascripcién de un gen
determinado. Esta es la funcion del ARNm (acido ribonucleico mensajero). El
ARNm actua como un molde en el que los aminoacidos adoptan su forma

definitiva: la proteina.

En las células eucariotas, cada cromosoma consiste en una molécula de
ADN bicatenario asociada con proteinas basicas denominadas histonas, y con
otras proteinas no histdnicas. La funcidon de las histonas es la de constituir el
soporte estructural del ADN en una fibra de estructura compleja, la cromatina,

cuya subunidad basica es el nucleosoma.

Transmisidn de los genes: en células somaticas antes de cada division,
la célula madre fabrica una reproduccion del ADN y de sus 46 cromosomas.
Cada célula hija recibe una copia.

En lo que se refiere a células reproductoras, el proceso es diferente. Cada
célula hija recibe solo la mitad de los cromosomas de la célula madre. En el
caso de los ovocitos, su dotacion cromosdmica estaria constituida por 23
cromosomas, de los cuales el correspondiente al par sexual seria un
cromosoma X; mientras que en los espermatozoides, la dotacion cromosoémica
estaria constituida por 23 cromosomas, de los cuales el correspondiente al par

sexual seria un cromosoma X 6 Y con una probabilidad del 50% en cada caso.

Genotipo Y Fenotipo: El genotipo es un marco de referencia dentro del
cual se pueden expresar muchisimos fenotipos posibles, y el desarrollo de

estos fenotipos es epigénico.
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Genotipado: consiste en definir la constitucién molecular de uno o mas
genes en relacién a un rasgo especifico 0 a un conjunto de ellos, por ejemplo,
mediante la busqueda de patrones caracteristicos de pérdida o ganancia de

una region cromosomica.

Aunque hay muchas excepciones, los miembros de muchas especies
tienen un numero especifico de cromosomas, denominado numero diploide
(2n), presentes en cada célula somatica. Mediante un cuidadoso analisis, se ve
que estos cromosomas estan en parejas y cada miembro del par, cuando son
visibles en la division celular, comparte casi la misma apariencia. Los miembros
de cada par, denominados cromosomas homalogos, son idénticos en cuanto
a su longitud y a la localizacion del centrémero, el punto en el que se unen las
fibras del huso en la divisibn. También tienen la misma secuencia de lugares

geénicos o loci y se aparean en la meiosis.

El numero de tipos diferentes de cromosomas de cualquier especie
diploide es igual a la mitad del numero diploide, que se denomina el numero

haploide (n).

Oncogén: Es un gen que, como resultado de la mutacion de un gen
normal (llamado protooncogén) que interviene en el crecimiento y/o
proliferacion celular, da lugar a una trasformacion de células normales en

cancerosas.

4.3.- CAUSAS DE LA VARIACION GENETICA

Hay dos causas de variacion genética: a nivel celular las alteraciones
cromosomicas estructurales y alteraciones cromosdmicas numericas.

Entre las primeras, también llamadas anomalias cromosdémicas, se
encuentran la inversién, la duplicacién, la delecién y el reordenamiento de
segmentos cromosoémicos (inversiones, inserciones, traslocaciones que pueden
ser balanceadas, no balanceadas y robertsonianas). Las formas alternativas de
un gen se denominan alelos. Frecuentemente, aunque no siempre, la variacion

genética da lugar al cambio de alguna caracteristica del organismo. Una vez
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que forma parte del repertorio genético del organismo, tal variante puede

extenderse por toda la poblacion.

Las alteraciones en el numero de cromosomas que afectan solo a uno o
varios cromosomas reciben el nombre de aneuploidias (nulisomia,
monosomia, trisomia, tetrasomia...). Estos fendmenos se deben a la
ocurrencia de un fendmeno de no disyuncién meiotica o mitética que dara
como resultado un retraso de la entrada. En las monosomias y trisomias
pueden afectar tanto a los autosomas como a los cromosomas sexuales, y
originan sindromes muy diversos en el hombre, asi como anormalidades en la

segregacion cromosomica.

Las variaciones consistentes en presentar un niumero de cromosomas
multiplo del complemento haploide normal de una especie se denominan
euploidias. Dependiendo del numero de dotaciones cromosomicas de los
organismos que las presentan, éstos se clasifican en monoploides, diploides,
triploides, tetraploides, etc. Dependiendo del origen de las multiples series
cromosomicas que presentan, los individuos poliploides reciben el nombre de
autopoliploides (cromosomas homologos de una misma especie) o
alopoliploides (cromosomas homodlogos de dos o mas especies que han
hibridado entre si). Las plantas autotriploides y autotetraploides presentan
propiedades que les confieren mayor valor comercial (por ejemplo, mayor

tamano).

Los cromosomas son depodsitos de informacion en base a:

1-Los genes codificadores de proteinas son los que conocemos como los

depdsitos de la herencia.

2-Los genes no codificadores cumplen una funcion destacada. Estos genes
resultan importantes para la herencia y el desarrollo de las enfermedades y dan
lugar a ARN activos, puediendo alterar el comportamiento de los genes

codificadores.
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3-La capa epigenética de la informacién: resulta crucial para el desarrollo, el
crecimiento, el envejecimiento y el cancer. No altera la secuencia de ADN, pero

ciertamente puede afectar la salud.

A modo de resumen, se puede decir que la Capa Epigenética:
a) son moléculas que modifican la composicién quimica del ADN
b) no alteran la secuencia de ADN
c) pueden afectar a la salud y caracteristicas de los organismos
d) algunos pasan de padres a hijos

e) parecen tener un papel esencial en el desarrollo, el envejecimiento y el

cancer

f) las epimutaciones contribuyen a la diabetes, esquizofrenia, trastorno bipolar y

otras enfermedades complejas

Sin duda son las “epimutaciones” las que dan origen a enfermedades como
la esquizofrenia, y las variaciones epigenéticas explican las discordancias entre

gemelos idénticos que comparten las secuencias de ADN idénticas.

4.4.- ;COMO SE ALMACENA LA INFORMACION
GENETICA EN EL ADN?

La secuenciaciéon de nucleétidos de un fragmento de ADN que constituye
un gen esta presente en forma de un codigo genético. Este codigo especifica
la naturaleza quimica de las proteinas (la composicion de los aminoacidos) que
son el producto final de la expresién génica. Se producen mutaciones cuando
se altera la secuencia de nucledtidos. En el ADN hay cuatro nucledtidos

distintos, diferenciandose entre si por uno de sus componentes, la base
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nitrogenada. El cédigo genético esta constituido en base a tripletes, por
consiguiente, cada combinacion de tres nucledtidos constituye una palabra del
cbdigo. Casi todos los posibles tripletes especifican uno de los 20 aminoacidos

(unidades quimicas que forman las proteinas).

Expresion del cédigo genético: La informacion codificada en el ADN se
transfiere primero en el proceso de transcripcion a la molécula de ARN
mensajero (ARNm). Posteriormente, tras un breve procesamiento, el ARNm se
asocia con un organulo celular, el ribosoma, en donde se traduce en una

molécula proteica.

La definicion de epigenética (del griego epi, en o sobre) se refiere a los
cambios reversibles del ADN vy las proteinas que se unen a él, y que hace que

unos genes se expresen o no en funcion de condiciones exteriores.

Cuando hablamos de epigenética nos referimos a fendmenos que no
afectan la secuencia de ADN de los genes pero que si varian su expresion.
Es la herencia de patrones de expresion de genes que no vienen determinados
por la secuencia genética (la cadena de pares de bases del ADN de cada
individuo). Y esta herencia viene fijada porque los genes se expresan 0 no
dependiendo de ciertas modificaciones bioquimicas como es la metilacion o
adenilacion del ADN o de las histonas, o bien la forma de la cromatina, y otras

causas que aun no conocemos.

El desarrollo epigenético, entonces, implica un enriquecimiento de la
informacion genética, y tal enriquecimiento ocurre con la influencia del
ambiente (ambioma), y esto es valido tanto para la salud como en las
situaciones patoldgicas. Y si lo genético influye sobre la conducta y la conducta

sobre lo genético, la causalidad es un fendmeno circular y transgeneracional.

La epigenética es un factor de control para la actividad del ADN de los
genes silenciados o no, y tiene un papel principal en el desarrollo de
enfermedades. Epigenoma Y Ambioma: La epigenética es el interlocutor del

ambiente con la genética. Es lo que explica la accion del estilo de vida sobre
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los genes. Las enfermedades se deben a alteraciones genéticas y/o

epigenéticas.

4.5.- EPIGENESIS

Las variaciones epigenéticas controlan la actividad de los genes. Si es
alta la concentracion de “X” sustancia, la actividad sera alta. El codigo
epigenético esta constituido por un sistema de moléculas unidas al ADN o a las
histonas, y gobierna la expresion de los genes pues sus colas proteicas (las de
las histonas) catalizan una gran variedad de adiciones quimicas, como los

acetilos que amplifican genes vecinos.

La herencia epigenética resulta de la transmision de secuencias de

informacion no-ADN a través de la meiosis o mitosis.

Celula "padre”
diploide (21

Doscélulas
hijas diploides (2M)

ael Cuatro celulas
J' hijag haploides (k)

Figura 13. Esquema sobre la division celular (www.epigenética.org)

La informacion epigenética modula la expresion de los genes sin alterar la

secuencia de ADN. Y lo hace a través de diferentes mecanismos a saber:

1-Los patrones de metilacion de ADN son los mejores estudiados vy
entendidos como marcadores de fendmenos epigenéticos. La metilacion de la
citosina del ADN: es una modificacion del ADN, en la que un grupo metilo es
trasferido desde S-adenosilmetionina a una posicién C-5 de citosina por una

ADN-5 metiltrasferasa. La metilacién del ADN ocurre, casi exclusivamente, en
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dinucledtidos CpG, teniendo un importante papel en la regulaciéon de la

expresion del gen.

2-Modificacion de histonas: incluyendo acetilacion, metilacién vy
fosforilacién. La epigenética hace referencia, entonces, a cualquier mecanismo
que utilice un organismo para traspasar informacion hereditaria de una

generacion a otra.

3-La Impronta Genémica (Genomic Imprinting).

El imprinting, en el marco epigenético, se refiere a la forma de
manifestarse que tienen los genes “imprintados”, ligados a su origen parental.
El Imprinting o Impronta Genética significa, en pocas palabras, que los genes

conservan la memoria de donde proceden.

Un gen imprintado se manifiesta de una manera cuando su origen es
paterno y de otra cuando proviene del gameto materno. Por eso, una misma
falla genética y en un mismo cromosoma puede manifestarse a través de
sindromes diferentes, segun ese fragmento provenga de uno u otro progenitor.
Parece ser que existe un mecanismo celular que de algun modo “marca” o deja
una impronta sobre todos los genes “imprintables” de acuerdo al sexo del

individuo.

Esto quiere decir que todos los genes imprintables, y de cada gen sus
alelos, tendran un imprinting paterno si provienen de un hombre. De igual modo
sucedera con aquellos genes provenientes de una mujer, el imprinting sera

materno.

Por ello, hoy pensamos que algo mas, aparte del ADN, es transmitido a
través de generaciones. Una capa informativa oculta (epigenética) que actua y
es capaz de controlar directamente el funcionamiento de nuestros genes. Lo
que significa que la herencia no se atiene solamente a los genes que se
heredan, sino que debemos tener en cuenta si esos genes se transmiten
silenciados, apagados o activados. Trabajo hecho por otros genes no
codificadores, pero de una tremenda importancia. La actividad de los genes es

entonces controlada por un interruptor, y la union de una simple sustancia
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quimica a estas partes interesadas en la herencia dicta si el gen se apaga o se

enciende. Se expresa 0 no.

Este hecho de que los genes puedan ser activados o apagados a través
de interruptores lo llamamos Epigenética. Y es la epigenética, en definitiva, el
fendbmeno que nos muestra como los genes se activan o desactivan,

revolucionando profundamente a la nueva biologia.

La modificacion epigenética se basa en cambios del “cédigo de histonas”,
de la cromatina. Y dicho cédigo define un estado que determina que un gen
esté “activado” o “silenciado”. Entonces, sumado al llamado ‘cdédigo
genético”, existiria otro cédigo que, independientemente de la secuencia del
gen, determinaria la apertura o cierre de la cromatina para exponer o no una
determinada region del ADN. Y a diferencia del codigo genético, dependeria del
tipo y numero de modificaciones quimicas realizadas sobre el ADN y/o las

histonas. Un cddigo epigenético.

El desarrollo epigenético, implica un enriquecimiento de la informacion
genética, y tal enriquecimiento ocurre influido por el ambiente (ambioma), y
esto es valido tanto para la salud como en las situaciones patologicas. Y si lo
genético influye sobre la conducta y la conducta sobre lo genético, la
causalidad es un fendmeno circular, como lo he sefialado y graficado

anteriormente.

En el SNC los cambios epigenéticos son dinamicos. Procesos como la
formacion de la memoria a largo plazo requieren de la participacion de sehales
epigenéticas en la cromatina, que es una region “estable” desde el punto de

vista quimico, en la cual se pueden codificar cambios persistentes.

En definitiva respecto a la diferenciacion celular y plasticidad, la
existencia del mecanismo denominado “silenciamiento génico” es fundamental.
Este mecanismo esta terciado por proteinas que “alistan” otras proteinas
competentes para forjar transformaciones epigenéticas, lo que representa que,
a pesar de ostentar la idéntica “base de datos”, algunos genes van a estar

activos y otros inactivos (o “silenciados”) en un determinado tipo celular,
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mientras que otros genes estaran activos o inactivos en otros tipos celulares.

Asi, células genotipicamente idénticas pueden ser fenotipicamente diferentes.

La acetilacion de las histonas tiene como resultado la apertura de la
cromatina, proporcionando la transcripcién del ADN. En cambio la metilacion
forja el silenciamiento de una fijada region del genoma. Por ejemplo, un
determinado aminoacido puede ser acetilado en la region de la cromatina que
debe estar activa, pero puede ser metilado en regiones del genoma que deben

ser silenciadas.

Los metilos epigenéticos tienen especial afinidad por las citosinas. Cuanto
mas metilada esta una hebra de ADN, menor es la probabilidad de transcribirse
en ARN. La metilacion del ADN defiende el genoma, por ejemplo, de los

transposones ya que los bloquea.

Los transposones son genes muy particulares. También llamados genes
saltarines. Que tienen la propiedad de auto clonarse; Insertarse en regiones
distantes del genoma; Y constituyen el 45% de la secuencia del genoma. Su
funcidn es algunas veces la de superactivar genes y otras veces la de

desactivarlos.

Las sefiales ambientales y cambios en el entorno son capaces de
modificar el patrén de metilacion del ADN, afectando de esta forma la
produccion de las correspondientes proteinas. Es decir, el ambioma nos
cambia. Se ponen en expedicion caminos que activan procesos bioquimicos
celulares, los cuales acarrean reformas en la cromatina, la abren y aumentan
de este modo la accesibilidad del ADN a los agentes desmetilantes vy
acetilantes, para volver a permitir la expresion de estos genes o la cierran,

impidiendo la transcripcion.

El destino de una célula esta establecido no unicamente por la sucesion
definida de nucledtidos en los genes codificados en el ADN, sino ademas por la
manera en que el material genético y sus proteinas coligadas (ADN+histonas

= cromatina) estan reformados quimicamente.
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Por otro lado, son una ventaja los cambios epigenéticos que se producen
en la cromatina. Hay una gran capacidad para acumular informacién, ya que
este tipo de cambios no dependen de un cambio en la secuencia de
nucledtidos del ADN, sino del grado en que la cromatina “expone” al ADN para
que se transcriban diferencialmente determinados genes y que otros

permanezcan “silenciados”.

La modificacién de los componentes epigenéticos (cromatinicos), que
pueden ser perturbados por cambios en este ambioma, causan cambios que
consiguen ser heredados por la descendencia en la expresion de distintos
genes (como el del receptor de glucocorticoides). Y la interaccion de lo
genético disposicional y su inhibicién o activacion ambiental tendra que ver con
la expresion clinica de estas enfermedades. Esto es la base de la regulacién
epigenética. Capaz de controlar procesos tan complejos como es el caso de la

conducta maternante.

El genoma humano se pensaba que contenia alrededor de 100.000
genes. Pero cuando empezaron a secuenciarlo se dieron cuenta de que quiza
podria haber hasta 60.000, y poco a poco fue bajando la cifra a un numero
mucho menor. Ahora sabemos que probablemente haya menos de 30.000
genes. Pero sabemos que el genotipo sélo es un marco de referencia dentro
del cual se pueden expresar muchisimos fenotipos posibles, y el desarrollo de

estos fenotipos es lo que llamamos epigenética.

Un mapa preciso del genoma humano nos revela muy poco de como éste
actua realmente. Porque la herencia no tiene que ver solo con el ADN, sino
también con estos interruptores epigenéticos tan importantes, que los activan o

desactivan.

Y ahora el gran reto para la biologia moderna es poder descifrar el
codigo epigenético, tratando de entender todas las combinaciones de

interruptores que existen.
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5. NODULO TIROIDEO

5.1.- INTRODUCCION

El ndédulo tiroideo constituye un trastorno muy frecuente en la poblacién
general. Se puede definir como la presencia en el tiroides de una neoformacion

nodular con diametro suficiente para ser palpable.

La deteccion por el médico o el paciente de un nédulo tiroideo siempre
crea la incertidumbre sobre un proceso maligno y, aunque solo entre el 5 y el
15% de los nddulos tiroideos (unicos o multiples) son malignos, se debe
adoptar una estrategia diagnostica encaminada a identificar los nddulos

benignos mas comunes evitando intervenciones quirurgicas innecesarias.

5.2.- PREVALENCIA

La prevalencia de los ndodulos tiroideos depende de la poblaciéon en

estudio y de la sensibilidad de los métodos de estudio.

Se calcula que aproximadamente el 4% de la poblacién es portadora de
nddulos asintomaticos aunque en estudios ecograficos seriados esta cifra se
eleva hasta casi un 30% y en necropsias hasta un 50%. Predominan en el sexo

femenino.

La edad media de aparicion se situa entre los 30 y los 50 afos y la
prevalencia aumenta con la edad. En un estudio reciente mas del 50% de
hombres y mujeres en la sexta década de la vida y mas del 65% de los
hombres y el 90% de las mujeres en la novena década tenian nodulos tiroideos
en la autopsia (Burch, 1995). En nifios la prevalencia es del 0.2 al 1.5% siendo

malignos aproximadamente el 20% (Conolly, 1997).
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Aproximadamente la mitad de los nédulos tiroideos son unicos y la otra
mitad multiples. En estudios realizados en pacientes tiroidectomizados se ha
demostrado que la palpacion no habia descubierto entre un 58% y un 70% de
nodulos accesorios antes de una tiroidectomia parcial o una total
respectivamente; e incluso la ecografia no detectd entre el 41 y el 50% de los

nodulos hallados finalmente durante el acto quirurgico.

Hay estudios que demuestran una mayor prevalencia de nédulos tiroideos
y cancer de tiroides en pacientes con hiperparatiroidismo. Ambos, nédulos
tiroideos e hiperparatiroidismo coinciden en un alto porcentaje en pacientes a
los que se ha aplicado radioterapia de cabeza y cuello y ambos ocurren con

mas frecuencia en mujeres de edad media (Ashok, 2000).

Mas del 90% de los nodulos tiroideos son benignos. La prevalencia de
cancer entre el conjunto de nodulos tiroideos varia segun las series y criterios
empleados para la indicacidn quirurgica y oscila entre un 5 y un 15%, con

promedio de 10%.

Los canceres ocultos (generalmente papilares), de menos de 1.5 cm,
constituyen un hallazgo casual en el 4 al 17% de los bocios extirpados por
otras causas y en el 3 al 35% de las necropsias. La relevancia clinica de estos
canceres ocultos no se conoce, pudiendo metastatizar a distancia o

permanecer silentes (Conolly, 1997).

5.3.- ETIOLOGIA

Un gran numero de enfermedades tiroideas y algunas lesiones
extratiroideas pueden presentarse como nodulos tiroideos. En la tabla 1 se

muestran las causas mas habituales de enfermedad nodular tiroidea.
Alrededor del 60% de las causas son no neoplasicas; las mas habituales
son los quistes, los nodulos coloides. Entre las neoplasicas destacan los

adenomas y los carcinomas.
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Frecuentes Infrecuentes Extratiroideas

Neoplasias benignas | Tiroiditis subagudas, |Adenomas o0 quistes

(adenomas) Hashimoto paratiroides
Bocio multinodular Linfoma tiroideo Quistes tiroglosos
Quistes Metastasis Aneurismas carotideos

Neoplasias malignas | Neoplasias malignas | Broncoceles,
(Ca papilar y folicular) | (Carcinoma medular y | laringoceles

anaplasico)

Graves-Basedow Higroma quistico

Otros: hematomas,
agenesias de un

I6bulo,  hiperplasias

postcirugia y/o 1-131

Tabla 1.Etiologia de la enfermedad nodular tiroidea.

5.4.- EVALUACION DIAGNOSTICA

5.4.1. Valoracion clinica.

Antecedentes familiares. El hallazgo de familiares de primer grado con
cancer de tiroides, poliposis familiar (sindrome de Gardner) o neoplasias
endocrinas multiples (MEN 2a y 2b) orientan hacia el carcinoma medular y
mas raramente al papilar. Una historia familiar de bocio o procedencia de

una zona endémica es un factor a favor de la benignidad del nédulo.

Antecedentes personales. La irradiacion cervical (o toracica) durante la
infancia o adolescencia implica que el 5% de los pacientes desarrollen un
cancer a partir de los 3-5 afios desde la irradiacion; con un pico maximo de
incidencia a los 15 o0 20 anos. En estos pacientes los nédulos tiroideos son
10 veces mas frecuentes y en el 35% de los casos seran malignos. La
existencia de un nddulo tiroideo en un paciente con enfermedad de Graves

conlleva también un mayor riesgo de malignidad.
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- Sexo y edad: los nédulos tiroideos y la incidencia de cancer son mas
frecuentes en mujeres pero la probabilidad de malignidad es superior en los
varones. En edades extremas aumentan las posibilidades de que un nédulo

tiroideo sea un cancer.

- Sintomas compresivos: raros si el tamano de la lesion es menor de 5 cm. La
compresion de la traquea da lugar a disnea, estridor y tos espasmaodica
nocturna; la compresion del nervio recurrente produce ronquera, estridor y
ocasionalmente voz bitonal; si se comprime el es6fago aparece disfagia
mientras que la compresion de los plexos venosos produce ingurgitacion

yugular.

- Patrén de crecimiento: el crecimiento en semanas 0 meses es sugestivo de
malignidad, el crecimiento subito en horas y con dolor, orienta hacia una

hemorragia intranodular benigna.

- ElI nimero de nddulos palpables: la multinodularidad disminuye las
posibilidades de malignidad aunque el carcinoma papilar se asocia con

mayor frecuencia al bocio multinodular.

- Consistencia del ndédulo: pétreo o duro es sugestivo de malignidad.

- Fijacion a planos superficiales o profundos: en canceres avanzados vy

algunas tiroiditis.

- Adenopatias cervicales: altamente sugestivas de malignidad si se asocian a

un nédulo tiroideo aunque también aparecen en la tiroiditis.

5.4.2. Laboratorio

La determinacion de las concentraciones séricas de T4 libre y TSH es
suficiente en el estudio funcional del paciente con enfermedad nodular tiroidea.
En la mayoria de los casos, los nodulos solitarios se acompafan de

normofuncién tiroidea. El 5% de los pacientes presenta hipertiroidismo
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subclinico (TSH inhibida con hormonas tiroideas normales). En la tiroiditis
autoinmune se pueden hallar anticuerpos antitiroideos y en la tiroiditis de
Hashimoto es posible determinar anticuerpos antitiroglobulina vy
antimicrosomales. La existencia de un nédulo que crece en el seno de una
tiroiditis de Hashimoto sugiere la presencia de una hiperplasia nodular aunque
se debe descartar la presencia de un linfoma (Diez, 1994)).

La calcitonina es util como marcador tumoral de carcinoma medular
aunque no parece que tenga un coste/beneficio favorable el incluirla en
protocolos diagndsticos de rutina del nédulo tiroideo (Ridway, 1992).

La tiroglobulina es util una vez diagnosticado el cancer pero no diferencia

un nédulo benigno de uno maligno.

Edad <20 o >60 afos
Factores de la anamnesis

Antecedentes de irradiacion cervical

Sexo masculino

Antecedentes familiares de Ca medular, MEN
Factores clinicos Nédulo unico

Crecimiento rapido

Consistencia pétrea

Fijacion a planos adyacentes

Adenopatias regionales

Signos y sintomas de compresion

Invasion de otras estructuras cervicales
Factores de laboratorio Normofuncién tiroidea

Ausencia de captacion en la gammagrafia

Ausencia de respuesta al tratamiento con L-

T4

Tabla 2.Factores asociados a malignidad

5.4.3. Puncion aspiracion con aguja fina (PAAF)

Constituye la prueba de eleccion para valorar la naturaleza de un nédulo
tiroideo. Ha reducido el coste de su diagnostico y tratamiento y aumentado la

proporcion de diagnosticos de canceres en los nédulos que se intervienen
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quirargicamente. La PAAF permite seleccionar a los pacientes para cirugia y

reducir el numero de pacientes operados innecesariamente.

Se realiza sin ecografia en nddulos palpables y con aguja fina (23G) para
evitar hemorragias y la obtencién de muestras excesivamente hematicas. Es
importante la experiencia del citélogo, para disminuir los falsos positivos y

negativos y aumentar la rentabilidad del procedimiento (Mazzaferri, 2007).

Los resultados de la aspiracion se clasifican dentro de cuatro categorias
basicas que incluyen benigno (no existe evidencia de malignidad), sospechoso
(incluye neoplasia folicular, neoplasia de células de Hurthle y aspirados con
datos sugestivos pero no concluyentes de carcinoma papilar), maligno
(aspirados con datos definitivos de carcinoma papilar, anaplasico o

metastasico) e insuficiente.

Los resultados insuficientes varian entre el 15 y el 25% de las
aspiraciones y estan influidos por factores como la experiencia del citélogo, la
vascularizacion nodular, la localizacion nodular o la prevalencia de lesiones
quisticas en la poblacién a estudio. Una técnica depurada y la localizacidén por
ecografia son ayudas inestimables para reducir la tasa de resultados
insuficientes (Oertel, 1996).

La mayoria de las citologias se consideran benignas (70%) y mediante
ellas se pueden diagnosticar tanto adenomas como tiroiditis (aguda, subaguda

y cronica linfocitaria).

Los tumores malignos que se pueden diagnosticar por PAAF (5%) son el
carcinoma papilar, la variante folicular de carcinoma papilar, el carcinoma
medular, el cancer anaplasico, el linfoma tiroideo y el carcinoma metastasico.
No es posible diagnosticar ni el carcinoma folicular ni el carcinoma de células
de Hurthle (Sitges Serra, 1999).

Un 10% de las PAAF muestran una citologia sospechosa. Una de las

situaciones mas frecuentes es la obtencién de abundantes células foliculares
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con poco coloide en proporcion, como ocurre en las proliferaciones foliculares y
las neoplasias de células de Hurthle. En estos casos es recomendable la
cirugia para diferenciar los casos benignos de malignos. No se puede
diferenciar por PAAF un adenoma de un carcinoma folicular.

Las causas de error o diagnésticos dudosos en la PAAF incluyen la
coexistencia de otros procesos junto a la neoplasia tales como tiroiditis,
necrosis, degeneracion quistica intratumoral, nédulos de muy pequefio tamafio
(< 1cm) o muestras insuficientes para el diagnostico por la escasa celularidad.

En la tabla 3 se resumen las ventajas y los inconvenientes de la PAAF.

VENTAJAS INCONVENIENTES

Diagnéstico histologico de lesiones | Interpretacion histopatologica

benignas y malignas mas

frecuentes

precisa (adenoma folicular vs.

carcinoma)

Réapida, econémica y con un

coste/beneficio muy favorable

No homogeneidad en la lesion que

provoca error de muestreo

Seleccion de pacientes para la

Observador experto

cirugia

Tabla 3. Ventajas e inconvenientes de la PAAF

Los avances futuros en la aspiracion con aguja fina deben incorporar el
analisis molecular para la identificacién de mutaciones o expresion aberrante
de genes en neoplasias especificas. La implantacién de protocolos de
screening debe aguardar a la identificacion de marcadores tumorales

especificos (Burch, 1995).

5.4.4. Ecografia en el nédulo tiroideo

La ecografia tiroidea es una exploracién simple, reproductible y muy
segura. Con los modernos ecoégrafos de alta resolucién es posible detectar
nodulos sélidos de 3 mm y quistes de 2 mm de diametro, lo que hace que esta
técnica sea superior a la exploracion fisica, gammagrafia, tomografia axial
computerizada y resonancia magnética en la determinacién del numero y

tamano de los nddulos y volumen tiroideo.
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La ecografia puede precisar si un noédulo es sdlido, quistico o0 mixto pero no si
es benigno o maligno. La posibilidad de que un nodulo sdélido sea maligno
supera el 20%, en lesiones quisticas mixtas se acerca al 12% mientras que en

nddulos quisticos puros se situa entre 0,6 y 3% (Diez, 1994).

La ecografia es util también para el diagndstico de multinodularidad ya
que el porcentaje de malignidad disminuye en los tiroides multinodulares.

En los carcinomas tiroideos la ecografia es util para descubrir neoplasias
ocultas cuando la manifestacion inicial fue una metastasis extratiroidea y para

diagndsticos de recidiva tras cirugia y/o radioiodo.

5.4.5. Gammagrafia tiroidea

La gammagrafia tiroidea constituia hace dos décadas la prueba de
referencia en la valoracion del nddulo tiroideo; actualmente la generalizacion de
la PAAF para el diagndstico citolégico y la precision de las hormonas tiroideas

para detectar hiperfuncién han originado un descenso en su utilizacion.

La gammagrafia permite diferenciar las areas funcionales (o captantes) y
no funcionales de la glandula. Se realiza utilizando como radiotrazador el
tecnecio-99 metaestable aunque en ocasiones puede ser necesario el empleo

de un isétopo del yodo (yodo-131 o yodo-123), mas caro y mas toéxico.

Segun su comportamiento gammagrafico los ndodulos tiroideos se
clasifican en hipocaptantes o hipofuncionantes (nédulos “frios”), isocaptantes o
isofuncionantes (ndédulos “templados”™) o hipercaptantes o hiperfuncionantes
(nédulos “calientes”), segun que la captacion del trazador sea,

respectivamente, menor, igual o mayor que la del resto del parénquima tiroideo.

Aproximadamente un 16% de los nodulos frios son malignos, mientras
que solo un 9% de los nodulos isocaptantes y menos de un 4% de los nédulos
hipercaptantes son expresién de un cancer de tiroides. Hay que tener en

cuenta que aunque el carcinoma tiroideo habitualmente no capta el trazador,
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una captacion normal o aumentada no excluye este diagndstico y por otro lado,
los nédulos tiroideos solitarios se comportan generalmente como hipocaptantes
y, sin embargo, la mayoria de ellos son benignos. Por ello, la gammagrafia

tiroidea no puede diferenciar entre benignidad y malignidad (David E, 1995).

Actualmente, la gammagrafia puede jugar algun papel en el estudio de
las tiroiditis, en los ndédulos hiperfuncionantes y en nodulos altos de la linea
media que requieren diagndstico diferencial entre nodulo tiroideo, quiste

tirogloso o0 adenopatia metastasica.

5.4.6. Terapia hormonal supresora como método diagndstico

Se basa en la teoria clasica de la influencia de la TSH en el crecimiento
del tejido tiroideo, aunque estudios recientes demuestran la importancia de
otros factores distintos a la tirotropina en el desarrollo de los nédulos tiroideos.
Se realiza administrando una dosis de tiroxina (L-T4) suficiente para frenar la
secrecion de TSH durante un tiempo suficientemente prolongado (de 3 a 6
meses) como para disminuir el tamafio del nddulo. Desde un punto de vista
practico, en los nédulos que crecen a pesar de una adecuada supresion, al
igual que en los que no se modifican o disminuyen parcialmente se debe poner

en duda la naturaleza benigna.

Sin embargo, la mayoria de los nédulos tiroideos benignos no disminuyen
su tamafo con la terapia supresora y alrededor del 15% de los canceres se
reducen significativamente de tamafo por lo que la utilidad de este método de
diagnostico es limitada para la distincion de nodulos benignos frente a malignos
(Reverter, 1992).

De manera esquematica, se propone el siguiente algoritmo sobre la

valoracion del paciente con nddulo tiroideo:
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6. TUMORES TIROIDEOS

6.1.- CLASIFICACION

De manera clasica, respecto a tumores de extirpe epitelial, se distingue
entre tumores bien diferenciados y pobremente diferenciados (Hazard JB,

1964), como se puede apreciar en la tabla 4.

BIEN CARCINOMA Adenocarcinoma papilar puro
DIFERENCIADO | PAPILAR

Adenocarcinoma Mixto Papilar y Folicular

CARCINOMA Carcinoma Folicular Puro
FOLICULAR Carcinoma de Células Claras

Carcinoma de células oxifilicas y Carcinoma

Células Hurtle

CARCINOMA

POBREMENTE | MEDULAR

DIFERENCIADO Carcinoma de Células Pequenas
CARCINOMA
INDIFERENCIADO | Carcinoma de Células Gigantes
CARCINOMA
EPIDERMOIDE

OTROS LINFOMAS

TUMORES

MALIGNOS SARCOMAS
METASTASIS

_Tabla 4. Clasificacion Clasica de los Tumores Tiroideos

Durante un largo tiempo, la clasificacién mas utilizada es la aceptada por
la OMS en 1974 (Hendinguer C, 1974) basada en la de Woolner (Woolner LB,
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1961), adaptada por Ron y Modan en 1982 y revisada en 1988 (Hendinguer C,

1989), que se expresa en la tabla 5.

Carcinoma Papilar

Carcinoma Folicular

Carcinoma Medular

TUMORES EPITELIALES | Carcinoma Indiferenciado (anaplasico)
De células fusiformes

De células Gigantes

De células Pequenas

Carcinoma de Células Escamosas

TUMORES NO Fibrosarcoma
EPITELIALES Otros sarcomas

LINFOMA MALIGNO PRIMARIO

TUMORES MISCELANEOS

TUMORES SECUNDARIOS

TUMORES NO CLASIFICADOS

TUMORES METASTASICOS

Tabla5. Clasificacién de los Tumores Tiroideos (OMS, 1988).

Carcinoma 1.- Papilar

2.- Folicular

3.- Células Hurthle
4.- Medular

5.- Anaplasico

Linfoma Tiroideo

Tumor Benigno: Células Hurthle

Tabla 6. Clasificacion Tumores Tiroideos 2007.

60



Introduccion

Actualmente, la mas novedosa es la clasificacion de “Practice Guidelines
in Oncology” publicada en el afio 2007 por la NCCN-National Comprehensive

Cancer Network.

To Sin evidencia de tumor primario

T2 Tumor <2cm en su dimension maxima, limitado al tiroides
T1a: 1 cm 0 menos; T1b >1cm pero < 2cm

T2 Tumor >2 cm y <4 cm en su dimension maxima y limitado al
tiroides

T3 Tumor >4cm en su dimension maxima, limitado al tiroides o

cualquier tumor con minima extension tiroidea (como la extension
al musculo esternotiroideo o a los tejidos blandos peritiroideos)
Ta Taa Tumor de cualquier tamafio que se extiende mas alla de la
capsula tiroidea e invade los tejidos blandos subcutaneos, la
laringe, la traquea, el esdfago o el nervio laringeo recurrente

Tao El tumor invade la fascia prevertebral o engloba la arteria
carodtida o los vasos mediastinicos. Se considera T4 a todos los
tumores anaplasicos

Tsa carcinoma anaplasico intratiroideo (quirdrgicamente
extirpable)

Tab carcinoma anaplasico extratiroideo (inoperable)

Los ganglios linfaticos regionales son los de los compartimentos
central y lateral del cuello y los del mediastino superior

Nx No es posible evaluar los ganglios linfaticos regionales

No Ausencia de metastasis en los ganglios linfaticos regionales

N1 Metastasis en los ganglios linfaticos regionales

Nia Metastasis al nivel VI (ganglios linfaticos pretraqueales,
paratraqueales y prelaringeos)

N1b Metastasis en los ganglios linfaticos cervicales o del mediastino

superior unilaterales, bilaterales o contralaterales

Metastasis a Distancia

Mx No se puede evaluar las metastasis a distancia
Mo Ausencia de metastasis a distancia
M1 Metastasis a distancia

Tabla7. Clasificacion TNM y estadio del carcinoma tiroideo

El sistema de estadiaje utilizado para la clasificacion de tumores tiroideos es la
TNM, que se basa en la valoracién de 3 componentes:

T: extension del tumor primario

N: presencia o ausencia de adenopatias

M: presencia o ausencia de metastasis a distancia
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Estadios
<45 aiios >45 afos
Estadio I Cualquier T, Cualquier N, MO T1, NO, MO
Estadio 11 Cualquier T, Cualquier N, M1 T2, NO, MO
T3, N0, MO
T1, Nla, MO
Estadio 111
T2, Nla, MO
T3, Nla, MO
T4a, NO, MO
T4a, Nla, MO
T1, N1b, MO
Estadio IVA
T2, N1b, MO
T3, N1b, NO
T4a, N1b, MO
Estadio IVB T4b, Cualquier N, MO
Estadio IVC Cualquier T, Cualquier N, M1

Tabla 8. Estadiaje de los Tumores Papilares Tirodeos

6.2.- INCIDENCIA Y MORTALIDAD.

El cancer de tiroides constituye algo mas del 1% de todos los canceres
(Sadler GP, 1999) (Hundahl SA, 2000). Es el tumor endocrino mas frecuente
(Mc Conahey WM, 1986), constituyendo hasta el 91°6% de los mismos.

La incidencia del cancer de tiroides ha aumentado de manera constante en los
ultimos 20 anos (Fahey TJ, 1995)(Christensen SB, 1984). Estan claramente

establecidos como factores etioldgicos la exposicion a radiacién y las

mutaciones RET, para los canceres tiroideos no medulares y medulares

respectivamente, pero no se han identificado causas para las mayoria de los

tumores malignos de tiroides.
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El aumento en la incidencia es mas atribuible a la deteccion precoz del
cancer papilar de tiroides, que a un verdadero aumento en la incidencia de la
enfermedad. El diagndstico precoz parece deberse al incremento del uso de la
ecografia, de la gammagrafia tiroidea con isétopos y de la puncidén aspiracién
con aguja fina (PAAF). Aunque la incidencia y prevalencia del cancer de

tiroides esta aumentando, el ratio de mortalidad permanece muy bajo.

Aunque se puede diagnosticar cancer de tiroides a cualquier edad, es
mas frecuente a partir de los 30 afos, con una media de edad de diagndstico
de 47 anos. La media de edad diagnostica es menor en casos de tumores
familiares medulares y es mayor para los casos de tumores anaplasicos
(Kebebew, 2000).

En Estados Unidos en el aino 2006 se diagnosticaron 30180 nuevos
casos, de los cuales aproximadamente fueron 25500 de la estirpe papilar, 3000
de estirpe folicular y células de Hurthle, 1000 de estirpe medular y 500 de clase
indiferenciado. Las mujeres desarrollaron 3 veces mas un cancer tiroideo de
tipo diferenciado, y 2 veces mas frecuente de la estirpe anaplasica (Jemal,

2006). La incidencia del cancer medular parece similar en hombres y mujeres.

A nivel mundial, en el afio 2002, se diagnosticaron aproximadamente
141000 nuevos casos de cancer tiroideo (103589 en mujeres y 37424 en
hombres), con una media aumentada para paises como Australia, Estados
Unidos, Japon, Nueva Zelanda y Centro América (s6lo mujeres) (Parkin, 2005)
media que era aun mas elevada en Micronesia y Polinesia (Pisani, 1999). Sélo
el 42% de las mujeres diagnosticadas residian en paises en vias de desarrollo,

el resto (60000), lo hacian en paises desarrollados (Kamangar, 2006).

Existe gran variacion en la prevalencia del cancer de tiroides,
dependiendo de la localizacion geografica. Se ha observado una baja
prevalencia en zonas como Polonia, con 1.4 y 0.4 casos por mil en las mujeres
y los hombres, respectivamente. (Ain, 1995). Y la prevalencia es especialmente
elevada en Hawai, con 8.1 y 1.4 casos por mil en las mujeres y los hombres

respectivamente (De Diego, 1987).
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6.3.- ETIOPATOGENIA.

6.3.1. Sexo, Edad y Raza.

Un extenso estudio realizado en Estados Unidos por Correa y Chen
(Correa P, 1995) en el que se analizaron 13.903 casos de cancer de tiroides,
muestra que el carcinoma papilar y el folicular son algo mas de dos veces mas
frecuentes, en mujeres que en hombres. Para otros autores (Sadler GP, 1999)
el carcinoma papilar aparece mas en mujeres, con una proporcion 2 a 1y el
folicular en proporcién 3 a 1. Otros autores, refieren que aparece un carcinoma
papilar en tres mujeres por cada hombre. Granado (Granado A, 1975), en
Madrid, encuentra un carcinoma papilar en un hombre por cada cuatro mujeres
y uno folicular en un hombre por cada mujer. En Cadiz (Garcia-Poley A, 1994),
se observa que el carcinoma papilar es 3.7 veces mas frecuente en mujeres y
el folicular 5 veces. Mato (Mato A, 1996) encuentra un carcinoma papilar y uno

folicular en cuatro mujeres por cada hombre.

La diferencia de incidencia por sexo se reduce en el caso del carcinoma
medular (Sarda AK, 1990), en este sentido, esta relacion es de 1.5:1 a favor de
las mujeres. Otros autores encuentran un carcinoma medular en tres mujeres
por cada hombre. El carcinoma anaplasico es 1.5 veces mas frecuente en
mujeres. Otros autores como Granado y Ventakesh (Ventakesh YS, 1990)
encuentran un carcinoma anaplasico en dos mujeres por cada hombre y
Garcia-Poley, en cuatro mujeres por cada hombre. El linfoma es entre 2 y 2.7

veces mas frecuente en mujeres (Derringuer GA, 2000).

Aunque el cancer de tiroides puede aparecer en cualquier edad, es
evidente que los carcinomas diferenciados aparecen preferentemente en
edades intermedias de la vida, mientras que los indiferenciados aparecen,
sobre todo, a partir de la séptima década de la vida (Santamaria J, 1986). El

cancer de tiroides aparece con mas frecuencia entre los 25 y los 65 anos. Este
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intervalo de edad varia segun el tipo histolégico, aunque no es raro la aparicion

de éstos en edades extremas de la vida (McClellan DR, 1996).

Cerda (1999) encuentra que el 46% de los menores de 14 afos
intervenidos por nddulo tiroideo, presentan un cancer, que en el 85% de los
casos es un carcinoma papilar. La incidencia de cancer de tiroides en nifios es
de 0.2 a 5 casos por millén y afio y representa el 1.4% de todos los canceres
infantiles. El 10% de los canceres de tiroides se pueden dar en menores de 21
anos. En individuos jévenes, el 70% de los carcinomas tiroideos afectan al sexo
femenino (La Quaglia MP, 2000).

El carcinoma papilar de tiroides presenta una incidencia aumentada entre
15y 19 afos, con un pico entre 30 y 34 anos, descendiendo ésta a partir de los
70 afios. La edad media del carcinoma papilar se situa entre 30 y 40 afos
(Balibrea Cantero JL, 1994).

Existe un aumento de la incidencia del carcinoma folicular entre la
pubertad y los 45-49afos, con un segundo pico de incidencia alrededor de los
75 afos (Correa P, 1995). La edad media de aparicion del carcinoma folicular
ronda los 50 afos. Mato situa la edad media de apariciéon del carcinoma
folicular en 55 anos. Garcia-Poley en un estudio realizado en la provincia de
Cadiz, encuentra la edad media de aparicidén del carcinoma folicular para las

mujeres de 41.4 anos y para los hombres de 35.5 afos.

El carcinoma medular de tiroides esporadico aparece con mayor
frecuencia en la quinta o sexta década de la vida (Dunn JM, 1993), mientras
que el asociado a sindromes genéticos, aparece en edades mas tempranas
(Cerda J, 1999) y presenta una frecuencia maxima entre la segunda y la cuarta
década de la vida. Garcia-Poley situa la edad media de aparicién del carcinoma

medular en 46 afnos para los hombres y en 60.3 afios para las mujeres.

Los tumores indiferenciados aparecen con preferencia en personas
mayores de 50 o 60 afios. En Cadiz se situa la edad media de aparicion del

carcinoma anaplasico en 52 afos para los hombres y en 68.6 para las mujeres.
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La mayoria de los pacientes con linfoma tiroideo son ancianos y su edad de

aparicion oscila entre 50 y 80 afios (Matsuzuka F, 1990).

6.3.2. Radiaciones lonizantes.

Existe una clara evidencia entre la exposicion a radiaciones ionizantes y
el aumento en incidencia de carcinomas, debido al dafio que pueden provocar
estas radiaciones a nivel del DNA (Little JB, 2000). Esta incidencia es mayor
para el cancer de tiroides que para otros tumores solidos, por o que se ha
sugerido que la glandula tiroides es mas radiosensible que otros 6rganos (Ron
E, 1995).

La exposicion a radiaciones ionizantes es el unico factor de riesgo
ambiental establecido, siendo verificado en numerosos estudios. Entre ellos se
encuentran los supervivientes de la bombas atémicas de Hiroshima y
Nagasaki, el accidente de la central nuclear de Chernobyl, individuos expuestos
a fuentes de radiacion médica (Nagataki, 2002). Se ha constatado que el 6.7%
de los individuos expuestos a las explosiones atomicas han desarrollado
cancer (Sampson, 1969). Este aumento de incidencia de carcinoma tiroideo,
sobre todo en nifios, también se ha comunicado a raiz del desastre de la
central nuclear en Chernobyl y en zonas donde se han ensayado explosiones
atémicas como las Islas Marshall. Se ha comunicado la aparicion de tumor
tiroideo en pacientes que fueron tratados con radioterapia por otras neoplasias
(Werner 1995).

La exposicion a radiaciones y la posibilidad de desarrollo de cancer de
tiroides, tiene mayor significacion si tiene lugar en edad prepuberal, y en
especial para el carcinoma papilar. Menor influencia presenta en la aparicion de

formas foliculares (Korff, 1981).

En adultos puede aparecer el tumor tiroideo muchos afios después de la
exposicidon, con un riesgo maximo a los 30 afios, aunque el periodo de latencia

es variable (Saavedra Vallejo, 1997). La susceptibilidad a desarrollar cancer de
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tiroides es mayor si se recibe la radiacion en la infancia y va disminuyendo con

la edad.

6.3.3. Relacion entre Bocio y Cancer de Tiroides.

El déficit de yodo o la exposicidon a bocidgenos durante mucho tiempo,
induce al desarrollo de carcinoma tiroideo en animales de experimentacion
(Schaller 1966).

No es facil establecer una relacion entre bocio y cancer de tiroides,
debido a la existencia de diferentes niveles de desarrollo socio-sanitario en las
distintas zonas de estudio, con distinta accesibilidad a las redes sanitarias y
diferentes criterios a la hora de abordar, desde el punto de vista quirurgico, la
patologia tiroidea. En las zonas no endémicas de bocio, se suele intervenir mas

rapido ante la aparicion de un bocio (De Diego, 1987).

Aunque para muchos autores no existen datos concluyentes de que la
incidencia global de cancer de tiroides sea diferente en las zonas de bocio
endémico, la mayoria ha detectado un aumento del carcinoma folicular y

anaplasico en estas zonas (Galanti MR, 1995).

En una amplia revision bibliografica De Diego y Jara (De Diego 1987), no
encuentran diferencias entre las series de mortalidad por cancer de tiroides
entre zonas endémicas de bocio y no endémicas, salvo en Suiza y Austria que
presentan mayores indices de mortalidad. Se incluyen en este estudio datos
obtenidos en nuestro pais de incidencia de cancer de tiroides en zonas
bocidgenas de Navarra y de baja incidencia de bocio (Tarragona y Zaragoza).
Por otro lado, Lohrs encuentra una mayor mortalidad por cancer en Baviera,

zona endémica de bocio respecto a otras regiones no endémicas de bocio.

Algunos autores sugieren que la disminucién del bocio endémico
mediante  yodo-profilaxis ocasiona una menor agresividad en el

comportamiento biolégico del cancer por el cambio del tipo histolégico y por la
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disminucién de la frecuencia de estadios tumorales avanzados dentro de un
mismo tipo histolégico (Riccabonna 1983). La yodoprofilaxis induce un cambio
en la distribucion de los tipos histolégicos, aumentando la frecuencia relativa

del carcinoma papilar, frente al folicular y al anaplasico (Bubenhefer, 1985).

Lohrs en una regiéon endémica del sur de Alemania, detecta un progresivo
aumento del tipo papilar del cancer de tiroides, pero no cree que se deba a la
yodoprofilaxis, que no se realiza de forma sistematica, sino a la mejora del nivel
de vida que conlleva una mejora en la alimentacion, que repercute en una

mayor ingesta de yodo.

Por lo tanto, aunque parece existir una mayor proporcion de carcinoma
papilar en zonas de baja prevalencia de bocio y de carcinoma folicular y
anaplasico en zonas de alta prevalencia del mismo, existen numerosos
estudios que no encuentran relacion entre la incidencia de los distintos tipos

histologicos de carcinoma tiroideo y la prevalencia de bocio.

6.3.4. Predisposicién familiar y asociacion con sindromes

genéticos.

Esta demostrada la predisposicion familiar a la aparicion del carcinoma
medular de tiroides (Hemminki, 2000), hay evidencias de que puede existir en
el carcinoma papilar (Wymfor, 1995), y es muy discutible su influencia sobre la

aparicion del carcinoma folicular y anaplasico.

Aproximadamente un 5% de pacientes con cancer tiroideo refieren tener
una historia familiar de este tipo de tumor. Varios sindromes familiares estan
asociados con una mayor prevalencia de tumores tiroideos medulares y no
medulares, entre los que se encuentran la Neoplasia Endocrina Multiple (MEN)
tipos 2A y 2B, el Carcinoma Familiar Medular de Tiroides (FMTC), el Sindrome
de Werner, la Poliposis Adenomatosa Familiar y el Sindrome de Cowden (Nagy
R, 2004).
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Diversas alteraciones genéticas se han asociado a la aparicion de
carcinomas tiroideos. Los tumores tiroideos son clonales y en ellos hay una
serie de defectos moleculares en el oncogen RAS. El oncogen PTC, que
resulta de la activacion del oncogen RET, ha sido detectado en el 25% de los

carcinomas papilares.

Se han descrito seis mecanismos moleculares implicados en la
carcinogénesis tiroidea. Cinco de ellos actuan sobre oncogenes estimuladores
y el sexto sobre oncogenes supresores, en concreto en p53 (Basolo, 1997).
Dos de los cinco mecanismos estimuladores, actiuan sobre mecanismos
responsable de la activacion de la via de cAMP (receptor de la TSH y proteina
G-a s) (Saavedra Vallejo, 1997). Los otros dos mecanismos actuan sobre
oncogenes estimuladores que codifican receptores de factores de crecimiento
(RET y RTK). Por ultimo, otro mecanismo actua sobre el oncogén que codifica

una proteina G traductora del citoplasma (RAS).

Las mutaciones del proto-oncogén RET estan bien documentadas
respecto a su funcidén en el desarrollo del cancer medular de tiroides. Las
mutaciones germinales del oncogén RET (cromosoma 10) se transmiten de
manera autosdmica dominante y son responsables de aproximadamente un

25% de los carcinomas medulares de tiroides (Komminoth, 1997).

En la génesis del carcinoma papilar, el oncogén RET se activa por una
traslocacion o una inversion a nivel del intron 11, produciéndose un gen hibrido
que en el 60% de los casos es el denominado PTC1 (en el resto de casos, los
denominados PTC2 y PTC3).

Se sabe que el PTC1 se puede inducir por radiaciones ionizantes
(Hemminki, 2000). El oncogén RET también se puede activar por una mutacion
en los exones 10 y 11 (dominio extracelular del receptor) o en el segundo
dominio tirosino-quinasa. Si la mutaciéon ocurre en células somaticas se dara
lugar al carcinoma medular esporadico y si ocurre en las células germinales, a

un Sindrome MENZ2. Existe una fuerte correlacion genotipo-fenotipo entre la
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mutacion germinal del oncogén RET vy el fenotipo del MEN tipo 2A, MEN tipo
2B o el FMTC.

Las mutaciones de células germinales de los oncogenes WRN, APC y
PTEN, estan asociadas a Sindrome de Werner, Poliposis Adenomatosa
Familiar y Sindrome de Cowden, respectivamente (Eng, 2003). En estos tres
tipos, desarrollan cancer de tiroides una pequefa minoria en el caso del
Sindrome de Werner, un 3% aproximadamente en la Poliposis Adenomatosa
Familiar, y alrededor de un 10% de los pacientes con Sindrome de Cowden
(Alsanea, 2001).

La mutacion de los oncogenes H, N y K-RAS (cordones 12, 13 o0 61), se
encuentra de forma temprana en todo tipo de tumores foliculares, desde los
benignos, como el adenoma folicular a los malignos, como el carcinoma
folicular y el anaplasico, lo cual evidencia su participacion en la génesis de los

tumores (Saavedra Vallejo, 1997).

6.3.5. Susceptibilidad Genética.

Aunque la exposicion a radiacion ionizante y las mutaciones de células
germinales estan establecidas como factores de riesgo en carcinomas
tiroideos, la mayoria de pacientes con este tipo de tumores, no tienen en su
historia clinica datos sobre radiaciones ni sindromes genéticos asociados. Sin
embargo, en nuestra vida diaria actual, estamos expuestos a otro tipo de
mecanismo que dana el DNA, como es la oxidacién, que puede causar un dafio

similar al de la radiacion en nuestro DNA.

Estudios emergentes, hablan de la posibilidad de grupos de pacientes
con una mayor susceptibilidad a bajos niveles de radiacion 6 dafio similar en

DNA, y que esta susceptibilidad podria ser hereditaria o genética en su origen.

Diferencias sutiles en la habilidad individual para metabolizar

carcinogenes ambientales, reparar danos de DNA provocados por
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carcinogenes enddégenos 6 exdégenos, y controlar de manera eficiente el ciclo
celular y la apoptosis, todo ello como consecuencia del polimorfismo genético
de cada individuo, han sido sugeridos como factores modificadores de la

susceptibilidad individual hacia carcinomas esporadicos.

6.3.6. Inestabilidad Gendmica.

La inestabilidad cromosémica juega un papel fundamental en los
carcinomas bien diferenciados de tiroides. Esta inestabilidad ha sido
identificada en adenomas foliculares y carcinomas foliculares, en los cuales es
de tipo aneuploide y existen delecciones heterocigéticas de regiones con

cromosoma multiple.

Por el contrario, en la mayoria de los carcinomas papilares de tiroides,
esta inestabilidad es diploide y tiene menos delecciones heterocigoticas (Castro
MR, 2003)

Se conoce ampliamente que los tumores se desarrollan como resultado
de alteraciones genéticas o0 genomicas entre las que se incluyen

amplificaciones, deleciones, traslocaciones y cambios epigenéticos.

El analisis de los cambios genéticos moleculares dirige hacia la
identificaciébn de oncogenes y genes supresores tumorales. Los estudios sobre
estas alteraciones son esenciales para comprender las bases moleculares del
cancer y pueden proporcionar marcadores diagnosticos y prondsticos

potenciales, y con ellos, los objetivos terapéuticos del cancer.

Entre los métodos utilizados se encuentran “hibridacién gendmica
comparada (CGH), cariotipo espectral, citogenética convencional y molecular,
analisis de microsatélites (p. ej. pérdida de heterocigosidad-LOH), estudio de

polimorfismos de nucledtidos unico (SNPs) y pirosecuenciacion.

71



Introduccion

La pirosecuenciacion es un método de secuenciacion cuantitativa basado
en la deteccion a tiempo real de pirofosfato, el cual se obtiene a través de la
introduccidn de nucledtidos en una reaccion de secuenciacion-sintesis. El

analisis de pirosecuenciacion ofrece la posibilidad de cuantificar alelos.

6.4.- FORMAS ANATOMOCLINICAS

6.4.1. Carcinoma Papilar.

Es el mas frecuente de todos los tumores tiroideos, constituyendo entre
el 65%-80% de los mismos (Balibrea Cantero, 1994). En un estudio
multicéntrico publicado y realizado en hospitales de Estados Unidos y Alemania
(Holzer, 2000), el carcinoma papilar constituye el 66.4% de los canceres

tiroideos.

El 94% de los carcinomas de tiroides son diferenciados, incluyendo la
estirpe Papilar y la Folicular. Su incidencia esta intimamente ligada a la
exposicion a radiaciones. En conjunto, el prondstico es bastante bueno, con
una supervivencia a 10 afos superior al 90%. Su tratamiento se realiza con
reseccion quirurgica junto con yodo radiactivo adyuvante vy terapia

farmacoldgica para controlar los niveles de TSH (Sherman 2003).

El carcinoma papilar esta frecuentemente caracterizado por una
reordenacion de células somaticas o la activacion de los proto-oncogenes RET
o BRAF, respectivamente (Fagin 2004). Menos comun es la reordenacion del
NTRK1 (receptor neurotrofico tirosin-quinasa tipo 1) (Carnita 2003).
Mutaciones de células germinales en el gen supresor de tumor PTEN
(phosphatase and tensin homologue delted on chromosome 10), son las
responsables del Sindrome de Cowden; caracterizado por una transmision
autosdmica dominante que predispone para tumores benignos y malignos de la

glandula tiroidea y otros érganos.
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Se caracteriza por un patrén ramificado, por el estroma fibro-vascular
axial papiliforme, y su tamafio puede variar desde focos microscopicos hasta

varios centimetros (Robbins 1995).

Figura 14. Histologia del Carcinoma Papilar

Las lesiones papilares de aspecto benigno estan recubiertas por una
capa unica de epitelio cubico. Algunas papilas se seccionan transversalmente y
ofrecen una imagen en islotes aislados. En las lesiones malignas pueden
observarse atipias en grado variable y las células estan orientadas de una
forma mas anarquica. A veces, existen incluso importantes cambios en el
aspecto histoldgico entre campos contiguos. Se observa también la invasion

del pediculo y de la capsula, y no es infrecuente el acumulo de células.

En la mitad de los casos, el nucleo adopta un aspecto “en vidrio
esmerilado” caracteristico (Selzer, 1977). Las membranas nucleares esta bien
delimitadas, pero los nucleolos y la cromatina nuclear, presenta un aspecto

difuminado.

El 50% de los casos presenta una lesiones muy caracteristicas
denominadas cuerpos de Psamoma, que consisten en unas formaciones
esféricas calcificadas y laminadas de dimensiones variables hasta 0.1 nm y que
suelen estar situados en el estroma fibroso de la punta de las papilas. Estas

formaciones pueden ser visibles en los estudios radioldgicos.

Se distinguen los microcarcinomas minimos u ocultos, los tumores

intratiroideos y los tumores extratiroideos (Sadler 1999). Se considera
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microcarcinoma cuando su diametro oscila entre 5 y 15mm, sin evidencia de
invasion local a través de la caspula glandular y sin metastasis a ganglios
linfaticos. Para algunos autores, el limite esta en 10mm. Se consideran tumores
intratroideos, aquéllos que se limitan a la glandula y no presentan evidencia de

invasion extra-tiroidea. Si existe invasion en los tumores extratiroideos.

El carcinoma papilar es multicéntrico en el 20-80% de los casos y la
invasion extratiroidea ocurre entre el 10-35% de casos, pudiendo afectar a la
traquea, eso6fago y nervios laringeos recurrentes. Las metastasis a distancia
son poco frecuentes en el momento del diagndstico y se constatan en menos
del 15% de los casos (Sadler 1999).

6.4.1.1. Variedades poco frecuentes del Carcinoma Papilar.

A) Carcinoma Papilar de Células Altas.

Representa aproximadamente el 10% de los carcinomas papilares. Se
caracteriza por la formacion de papilas extensas con células rectangulares de
citoplasma granular y aciddfilo, con caracteristicas oncociticas. Tienen
comportamiento agresivo de manera local, presentando invasion vascular en el
25% de los casos. Al momento del diagndstico, el tumor suele ser de mayor
tamano (3-4cm de media) que el carcinoma papilar y con mas frecuencia que
en éste, existe invasion extratiroidea. Aparecen metastasis ganglionares

precoces en el 50% de los casos, y metastasis a distancia en el 20%.

Con respecto al carcinoma papilar, es un tumor mas frecuente en
varones, en edad mas avanzada y la mortalidad a los cinco afos es muy
superior, ascendiendo al 25% de los casos. La causa de muerte suele ser la
recidiva local con afectacion de la via aérea o a distancia, sobre todo pulmén o

pleura.

74



Introduccion

Estos tumores son captantes de Yodo radiactivo y responden a la TSH,
por lo que el tratamiento de eleccidn se considera quirurgico, seguido de l131y

supresion con hormona tiroidea.

B) Variante Columnar del Carcinoma Papilar.

Es una variedad poco frecuente afectando principalmente a varones.
Suele alcanzar un gran tamafno en el momento del diagndstico, de
comportamiento agresivo y con tendencia a la invasion local. Presentan una

elevada mortalidad a los pocos afos (90%) (Burman 1996).

Histologicamente se caracteriza por la presencia de células rectangulares

y estratificadas, de citoplasma claro y en ocasiones vacuolizacion subnuclear.

C) Esclerosis Difusa.

Es una forma caracteristica de nifios y adolescentes, constituyendo el
3% de los carcinomas papilares. La forma de presentacion clinica consiste en
un bocio que afecta a ambos lobulos tiroideos, sin existir a veces una masa
dominante. La mayoria de los pacientes presentan adenopatias en el momento
del diagndstico y el 25% de ellos, posee metastasis pulmonares (Robbins J,
1991).

Desde el punto de vista histologico, se caracterizan por una afectacién
difusa de uno o los dos lébulos tiroideos con una esclerosis densa y un
componente inflamatorio inespecifico. Existe metaplasma escamosa y gran

cantidad de cuerpos de Psamoma.

D) Variedad Folicular Difusa.

Aparece en pacientes jovenes y constituye el 3% de los carcinomas

papilares. Un tercio de los casos presenta hiperfuncién tiroidea y el diagnéstico
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diferencial con la enfermedad de Graves puede resultar dificultoso, al existir
una glandula aumentada de manera difusa. Posee una evolucion agresiva, mas

que la del carcinoma papilar (Samaan 1990).

Histologicamente, se caracteriza por la infiltracion difusa de tumor de
patrén folicular y con hallazgos caracteristicos del tumor papilar. Las metastasis

ganglionares poseen morfologia de tumor papilar bien diferenciado.

6.4.2. Carcinoma Folicular.

Representa alrededor del 15-20% de los tumores tiroideos. En un estudio
multicéntrico publicado por Holzer, se advierte que el 27.2% de los carcinomas

de tiroides, son foliculares (Holzer, 2000).

Se asocia con mutaciones de células somaticas del gen RAS. Se ha
encontrado una activacién del gen RAS en un 40% de los adenomas foliculares
y en algo menos de los carcinomas foliculares de tiroides (Rogounovitch,
2006).

En las neoplasias tiroideas se han encontrado mutaciones del codén 61
del HRAS y NRAS. Las mutaciones del gen RAS son mas frecuentes en areas
con déficit de yodo, y se ha observado que son poco frecuentes en los
carcinomas tiroideos relacionados con casos del desastre nuclear de Chernobyl
(Suchy 1998).

Existen casos de carcinoma folicular tiroideo que no presentan
mutaciones del gen RAS. En éstos, se ha encontrado un reordenamiento entre
el PAX8 y el PPARYy. ElI PAX8 es un factor de trascripcion genético. EI PPARYy,

un peroxisoma proliferante del receptor y activado (Mclver 2004).

Estas mutaciones somaticas se observan en un 25-70% de los tumores
foliculares del tiroides y llevan a una trascripcién anormal que forma un factor

derivado de la fusién de genes del PAX8 y del PPARYy, el cual conlleva una
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inhibicion del factor de trascripcion de PPARy. Estos cambios se encuentran
solamente en las variantes de adenoma folicular tiroideo (0-31%) y carcinoma
folicular tiroideo (25-63%) (Nikiforova 2003).

El aspecto microscépico es de un adenocarcinoma con una gran
variabilidad en las dimensiones y la diferenciacion de las formaciones
glandulares o foliculares, de manera que encontramos formaciones
embrionarias muy pequefas abortivas o foliculos con glandulas muy

delimitadas y con coloide, dificiles de diferenciar de la histologia normal.

Figura 15. Histologia del Carcinoma Folicular

La capacidad invasiva también es muy variable, pudiendo afectar a la
capsula, sobrepasarla o destruirla. Puede invadir vasos sanguineos, lo que le
diferencia del carcinoma papilar, y le proporciona la capacidad de metastatizar

a distancia por via hematica (Robbins 1995).

La frecuencia de los carcinomas foliculares multicéntricos es baja, asi
como su aparicion en forma de carcinoma oculto. Hay descritos casos de
carcinomas foliculares diagnosticados al detectar metastasis (Rodriguez
Carballeira, 1995).

6.4.2.1. Carcinoma de Células de Hirthle.
Es considerado como una variante del carcinoma folicular, pero ademas

puede aparecer de forma rara en algunos tumores papilares (Hundahl, 2000).

Representa entre el 3-5% de las neoplasias malignas del tiroides y el 20% de
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los pacientes con carcinoma folicular (Har-EI-G, 1986). Son tumores
multifocales y bilaterales con mas frecuencia que el carcinoma folicular y

aparecen mas frecuentemente en la quinta década de la vida y en mujeres.

Desde el punto de vista histoldgico, el 75% de sus células presentan un
citoplasma granular y acidéfilo por la abundancia de mitocondrias. Derivan del
epitelio folicular y se denominan oncocitos, células oxifilicas o de Askanazy,
ademas pueden encontrarse en diferentes procesos benignos que cursan con

hipertiroidismo, bocios nodulares y en tiroiditis de Hashimoto.

El diagnédstico diferencial con los adenomas foliculares es dificil, ya que
estas células pueden estar presentes en lesiones benignas de tiroides. Los
nucleos celulares pueden ser grandes y atipicos, a veces con nucleolo
prominente. Esta dificultad para establecer el diagndstico de benignidad o
malignidad, obliga a considerar otros factores como la invasion vascular o de la
capsula (Robbins 1995).

6.4.3. Carcinoma Medular.

Representa entre el 5-10% de todas las neoplasias malignas del tiroides.
Para Balibrea (Balibrea Cantero 1994), supone un 6%. En un estudio publicado
por Hundal (Hundal, 2000), el carcinoma esporadico medular supone el 2.7%
de los tumores tiroideos y el familiar el 0.5% de los mismos. Holzer encuentra

un 2.8% de carcinomas medulares.

De entre todos los carcinomas medulares, el 70% son de tipo esporadico
y el 30% de tipo familiar o asociados a sindromes endocrinos multiples (MEN).
En el sindrome MEN IIA, el carcinoma se asocia a feocromocitoma y a veces a
hiperplasia paratiroidea, heredandose de forma autosémica dominante (Dunn,
1993). En el sindrome MEN IIB aparece el carcinoma medular de tiroides,
feocromocitoma y se asocian con neurinomas mucosos, y a veces, con
sindrome de Marfan. Esta forma familia posee un tipo de herencia autosémica

dominante, y puede aparecer antes del primer afio de vida. Los pacientes con
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sindrome MEN IIA pueden asociar enfermedad de Hirschprung y liquen

cutaneo con amiloidosis.

El 75% de los tumores medulares son unicos. Los tumores medulares
esporadicos suelen ser unicos, mientras que los asociados a sindromes
endocrinos multiples, suelen ser multicéntricos y bilaterales hasta en el 90% de

los casos (de la Torre, 1988).

Histologicamente, derivan de células parafoliculares C de origen
neuroseretor localizadas dentro de los acinos tiroideos y entre ellos,
clasificadas dentro de los tumores del sistema APUD (Amine Precursor Uptake
and Decarboxilation) y provenientes de los cuerpos braquiales del cuarto y
quinto saco braquial.

El carcinoma medular se caracteriza por la presencia de depdsitos de amiloide
y la capacidad de secrecion de sustancias polipeptidicas, de forma que hasta el
90% de los tumores medulares pueden segregar calcitonina, lo que ha
motivado incluso la realizacion de busquedas sistematicas en la poblacién de
este tumor mediante la determinacién de calcitonina por radioinmunoensayo.
En otras ocasiones, pueden segregar histamina, prostaglandinas, que pueden
producir diarreas; ACTH, que puede dar lugar a Sindrome de Cushing hasta un
4% de los pacientes; serotonina que puede dar lugar a un sindrome carcinoide
(Paccini, 1991).

Estas neoplasias presentan una gran variabilidad histolégica. Pueden
aparecer células esféricas o poligonales que se asemejan a los tumores de
células endocrinas y a veces las células pueden ser fusiformes de aspecto
sarcomatoso. Las células se disponen en nidos de aspecto pseudo-
papilomatoso rodeados de estroma fibrovascular con abundante contenido
amiloide, el cual se tifie con rojo congo y produce fluorescencia verdosa a la luz
polarizada. La gran variabilidad histolégica provoca dificultades diagndésticas si
no se utilizan técnicas inmunohistoquimicas. El tumor es positivo para
marcadores panendocrinos (ACE, Enolasa Neuro-Especifico, cromogramina) y

generalmente, negativo para tiroglobulina (Hanna 1997).
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6.4.4. Carcinoma Indiferenciado.

Para algunos autores supone el 1% de todos los tumores tiroideos, otros
autores como Hundahl encuentran un 1.7% de tumores indiferenciados
(Hundahl, 2000).

Presentan un comportamiento muy agresivo, de forma que en el
momento del diagnodstico suele haber afectacion de érganos adyacentes. Es
caracteristica la invasion extracapsular y de los vasos sanguineos, con focos

de necrosis e infarto, por el rapido crecimiento.

Pueden presentarse como carcinomas de células pequenas, constituidos
por ceélulas cubicas o poligonales muy unidas entre ellas, que se pueden
disponer en cordones o en acumulos, separados por un estroma fibroso con
abundantes mitosis y atipias celulares. Una variedad de éstos, presenta células
pequefas y nucleos redondeados, muy parecidas a los linfocitos, por lo que el
diagnostico diferencial con el linfoma se hace dificil. También puede
presentarse como carcinoma de células gigantes, caracterizado por células
muy voluminosas pleiomorficas con nucleos abundantes y multilobulados.

Otras veces las células son alargadas o fusiformes (Sadler, 1999).

6.4.4.1. Carcinoma Insular.

Representa el 5% de los canceres tiroideos y afecta generalmente a
individuos mayores de 50 anos. Suele debutar con una masa en el cuello, de
mas de 4 o0 5cm, que puede acompafarse o no de sintomas compresivos. En el
momento del diagnostico, el 44% de los pacientes tienen diseminacion regional
de la enfermedad y el 16% metastasis a distancia. Su comportamiento suele
ser agresivo. Las recurrencias y las metastasis a distancia son mas frecuentes
que en los carcinomas diferenciados y su mortalidad mayor (Burman 1996). Su
comportamiento biolégico se encuentra entre el bien diferenciado y el

anaplasico. La ablacion con yodo es un tratamiento eficaz tras la cirugia.
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6.4.4.2. Carcinoma de Células Grandes.

Aparece mas frecuentemente en pacientes de edad avanzada. Suele
presentarse clinicamente como una masa cervical de crecimiento rapido,
generalmente adherido a estructuras vecinas. Es frecuente la aparicion de
sintomas compresivos, disfagia, dolor, sindrome de vena cava, obstruccién de
via aérea e incluso impide la realizacion de traqueotomia. Provoca metastasis a
distancia con facilidad. Los pacientes cuyos tumores no han afectado a
estructuras vecinas, tienen mejor supervivencia que aquéllos que tienen
infiltradas estructuras adyacentes al tiroides, aunque, en todo caso, la

supervivencia media no supera un afio (Burman 1996).

El tratamiento de eleccion es la cirugia precoz y radical. En casos muy
avanzados, la cirugia permite una mejor calidad de vida de los pacientes. Se
recomienda el uso de radioterapia y la quimioterapia, aunque son poco eficaces
(Aldinguer, 1978).

6.4.5. Carcinoma de Células Escamosas.

Supone un 1% de los tumores tiroideos y su histogénesis es objeto de
controversia, ya que el tiroides no posee células escamosas y cuando
aparecen suele ser por una persistencia de restos del conducto tirogloso o
porque existe una tiroiditis de Hashimoto con metaplasia escamosa del epitelio
folicular. En el estudio microscopico, suele coexistir con zonas de carcinoma

diferenciado y con zonas de tiroiditis (Simpson 1988).

Con frecuencia aparecen en varones, con historia previa de bocio. Estos
pacientes sufren un repentino aumento de sintomas compresivos y un progreso
rapido de la enfermedad. A veces pueden existir sintomas sistémicos como
hipercalcemia, fiebre y leucocitosis (Riddle, 1987). El tratamiento de eleccién es
la cirugia. La aplicacion de yodo radiactivo y supresion hormonal son poco

eficaces.
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6.4.6. Linfoma Tiroideo Primatrio.

Supone entre el 1-4% de las neoplasias malignas del tiroides (Pera, 1991)
y se caracteriza por la existencia de lesiones linfoepiteliales, con foliculos
tiroideos invadidos por linfocitos caracteristicos, similares a los centrocitos
(centrocito-like) que coexisten con una tiroiditis de Hashimoto en el tejido
peritumoral. Pueden ser de alto, medio o bajo grado, dependiendo de ello la
capacidad de infiltrar estructuras adyacentes (Isaacson 1985). Hasta el 80% de
los pacientes presenta una tiroiditis cronica linfocitaria de Hashimoto. La
mayoria de los linfomas tiroideos son linfomas no Hodgkin de células tipo B y
se presentan en estadio IE 6 IlIE, segun la clasificacion de Ann Arbor
(Derringuer, 2000).

El 100% de los pacientes presenta bocio que suele ser de crecimiento
rapido. Los pacientes son eutiroideos en el 58% de los casos y clinicamente
hipotiroideos en el 27%, dependiendo del parénquima tiroideo destruido. El
14% de los pacientes presenta hipotiroidismo subclinico, en 68% tiene
anticuerpos antimicrosomales y el 34% anticuerpos antitiroglobulina
(Matsuzuka, 1993).

Es importante un diagnostico y tratamiento precoz. La ecografia puede
ser orientativa si se visualiza una imagen de pseudoquiste. La PAAF ofrece
buenos resultados. El tratamiento de eleccion es la cirugia asociada con
quimioterapia y radioterapia, o que, en algunas series ofrece supervivencias
del 100% a los 8 afios (Matsuzuka, 1993).

6.4.7. Carcinoma Metastatico.

La glandula tiroidea es asiento de metastasis procedentes, sobre todo, de
tumores pulmonares, mamarios, melanomas y renales (Czech, 1982). En
algunas series se destaca el renal como el origen mas frecuente de metastasis
en el tiroides (33% de los casos) (Nakhjavani, 1997), seguida del pulmén (20%
de los casos), de la mama (16% de los casos), del eséfago (9% de los casos) y
del utero (7%).
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7. CIRUGIA TIROIDEA

7.1.- INTRODUCCION

La glandula tiroidea es susceptible de muchas enfermedades, benignas y
malignas, con produccion de enfermedades metabdlicas, auto inmunes,
infecciosas e inflamatorias. Desde hace muchos anos, el cirujano ha estado
involucrado en el tratamiento de la mayoria de estas enfermedades pero
conforme ha ido creciendo el progreso de las técnicas diagnosticas vy
terapéuticas de las enfermedades tiroideas, las indicaciones quirurgicas han

evolucionado.

Los nddulos tiroideos han constituido un verdadero problema de salud a
lo largo de la historia de la medicina y en la actualidad la indicacion mas

frecuente de cirugia tiroidea es la enfermedad nodular o multinodular.

Debido a la introduccion de la sal yodada en los procesos de elaboracion
de los alimentos, ha habido un progresivo descenso en la incidencia del bocio
multinodular desde la década de los afios setenta. No obstante, se siguen
viendo pacientes con grandes bocios que descienden hacia el mediastino.
Salvo contraindicaciones concretas, todos estos pacientes deberan ser

tratados quirurgicamente.

Clinicamente se puede manifestar como un ndédulo cervical palpable,
generalmente indoloro, unico o en el seno de un bocio multinodular, asociado o
no a linfadenopatia cervical. En otras ocasiones se identifica un noédulo no
palpable a nivel tiroideo en el transcurso de una ecografia tiroideo u otras
pruebas de imagen a nivel cervical (TAC, Eco-Doppler). Pueden mostrar
sintomas compresivos (disfonia, disfagia) que depende de la extensién vy

agresividad del tumor.
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En el diagndstico del cancer de tiroides, generalmente presentado como
enfermedad nodular, ha contribuido especialmente la utilizacion sistematica de
la puncion con aguja fina, ya que la gammagrafia no es especifica (la mayoria
de los ndédulos benignos y malignos son “frios”) y la ecografia, aunque
diferencia entre noédulo soélido o quistico, no saca de dudas ya que la

naturaleza quistica de algunos nddulos no indica necesariamente benignidad.

El diagnéstico definitivo sigue siendo el histolégico. El estudio genético
en ciertas mutaciones en formas hereditarias del carcinoma tiroideo (CT) y en
algunos sindromes tiene valor muy limitado en el diagnostico precoz, con
excepcion del carcinoma medular de tiroides (CMT). Los factores de prondstico
adverso son: estadio avanzado, extension, tamafo, edad al diagndstico, tipo

histologico y sexo.

El tratamiento del CDT (carcinoma diferenciado de tiroides) consiste en:
1) cirugia: tiroidectomia total (TT) o casi total (TCT) con linfadenectomia
central, siendo aceptable en casos seleccionados de muy bajo riesgo la

hemitiroidectomia (HT) con istmectomia

2) ablacion de remanentes tiroideos con |131, debiendo individualizar la
dosis dependiendo de las caracteristicas del paciente y del tumor
3) tratamiento con L-tiroxina (LT4) a dosis supresoras de TSH segun las

caracteristicas del paciente, estadio del tumor y evolucion posterior.

La preocupacién principal en la moderna cirugia del tiroides es la
disminucién en la morbilidad. La cirugia tiroidea estd asociada con las
complicaciones propias de toda cirugia y ademas con las inherentes a la lesidon
de estructuras adyacentes al tiroides. El conocimiento de las caracteristicas
anatémicas de todas las estructuras del cuello y su origen embriolégico, ha

facilitado el correcto tratamiento de ciertas enfermedades.
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7.2.- ABORDAJE QUIRURGICO DEL TIROIDES Y SU
SEGUIMIENTO

Un abordaje metddico de la glandula tiroidea dara como resultado una
morbilidad minima. Una exposicion adecuada es esencial y comienza por
colocar al paciente correctamente en la mesa quirdrgica, apoyando las
escapulas sobre una almohada flexible especialmente preparada y el cuello en
extensidon no forzada. La incisidn se realiza lo mas inferiormente posible, con
hemostasia cuidadosa hasta abordar la celda tiroidea mediante separacion de
la musculatura pretiroidea, que excepcionalmente se secciona. Comenzar con
la movilizacion medial y lateral del polo superior, prestando especial cuidado
en no dafiar el nervio laringeo superior, prosiguiendo la diseccién proxima a la
capsula para preservar la glandula paratiroides superior. En la movilizacién
medial de la glandula prestar especial cuidado en no seccionar ninguna
estructura hasta estar seguro en la identificacion del trayecto del nervio
laringeo recurrente. Una vez identificada la entrada del nervio en la traquea y
la localizacién de la glandula paratiroides inferior, proceder a la medializacion
del Iébulo, extirpando la piramide y todo el istmo como “minimo” gesto
quirurgico. En casos de lobectomia con istmectomia, el I6bulo contralateral es
suturado con material reabsorbible. Generalmente dejamos un drenaje en la
celda tiroidea operada y se cierra la musculatura pretiroidea para evitar

adherencias de la dermis a la traquea.

El dafio del nervio laringeo recurrente puede disminuirse con el estudio
de sus relaciones anatomicas y con un esfuerzo en su identificacion rutinaria
en la intervencién quirdrgica. El dafio del nervio laringeo superior es
igualmente importante para evitar cambios en el timbre de la voz y en la
capacidad de proyectar la voz incrementando el volumen. Las anomalias en el
desarrollo del sistema arterial pueden dar como resultado a un nervio laringeo

no recurrente que le site en un mayor riesgo de dafio durante la cirugia.

Se debe prestar especial atencion en la disminuciéon de la morbilidad

derivada de las disecciones ganglionares del cuello, referente a la preservacion
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de la sensibilidad del cuello, que puede conseguirse siguiendo una serie de
principios quirurgicos. No obstante, la preservacion completa de toda la
sensibilidad del cuello generalmente no es posible. Se pueden conservar las
ramas ventrales del plexo sensitivo cervical (C2, C3 y C4) siempre que no
exista una afectacidn ganglionar masiva o haya invasion extracapsular

adyacente a dichas terminaciones.

Las ramas nerviosas del occipital menor (C2) y del auricular mayor
(C3,C4), ascienden superficialmente al musculo esternocleiodomastoideo e
inervan sensitivamente el pabellon auricular, la piel retroauricular y la
adyacente a la glandula pardtida hasta unos 4 cm. anteriores al pabellén
auricular. Pueden existir comunicaciones con las ramas del facial y del nervio
vago. El nervio cutaneo cervical transverso (C2, C3), también se identifica en el
borde posterior del esternocleidomastoideo, dirigiéndose anteriormente hacia
la vena yugular externa e inervando la piel anterosuperior del cuello. Las ramas
del nervio supraclavicular (C2, C3, C4) descienden hacia el platisma
dividiéndose en tres ramas para inervar la region inferior del cuello y térax
superior, 3-4 cm por debajo de la clavicula. El nervio cutaneo cervical
transverso es invariablemente sacrificado para poder desarrollar correctamente
el colgajo dermograso anterior; la pérdida de sensibilidad en este ultimo caso

puede recuperarse con la reinervacion de ramas contralaterales.

La completa preservacion de la inervacion sensitiva del cuello tras DM no
es posible, pero en algunos casos seleccionados existe seguridad y ventajas
funcionales de la conservacion de las ramas sensitivas C2-C3-C4 durante la
diseccion funcional del cuello, sin que esta variacion técnica aumente la

recurrencia locorregional ni afecte a la supervivencia.

Otras complicaciones como hemorragia, obstruccion de la via aérea o
crisis tirotoxica también pueden ocurrir. Esta ultima complicacion puede
evitarse preparando a los pacientes hipertiroideos antes de la cirugia con

medicacion antitiroidea.
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El seguimiento del paciente debe ser de por vida, ya que las recidivas
pueden aparecer afos e incluso décadas después de la tiroidectomia. La

respuesta a las cuestiones fundamentales (tipo de cirugia, indicacion de

ablacion con 1" dosis de 1", nivel de supresion de la TSH con L-T4 y
periocidad del seguimiento), depende de: las caracteristicas del paciente, las

caracteristicas del tumor y la experiencia del cirujano.

Las herramientas para el seguimiento a largo plazo mas importantes son
la determinacion periédica de los niveles de tiroglobulina y la ecografia cervical
de alta resolucion, pudiendo ser necesarios la PAAF, y otros como el TAC, el
TAC-PET o gammagrafia 6sea cuando existe sospecha de recidiva o

metastasis.

La tiroglobulina sérica (TG) es el marcador tumoral especifico de
recurrencia o persistencia del tumor, sélo los casos con TT completada con "%
y anticuerpos anti TG negativos. La introducion de TSH humana recombinante
(rhTSH) ha supuesto un gran avance en el seguimiento del carcinoma
diferenciado de tiroides (CDT) ya que aumenta la sensibilidad diagnostica de la
TG, simplifica el seguimiento y mejora la calidad de vida del paciente, ya que

evita la necesidad de retirar el tratamiento con LT4.

El sistema TNM predice el riesgo de mortalidad, pero no de recurrencia
por lo que se aconseja disponer de un sistema clinico-patolégico postquirurgico
complementario para evaluar el riesgo de recidiva y planear el tratamiento (con
[-131 y supresion de TSH) y el seguimiento de forma individualizada. La ATA
(Asociacion Americana del Tiroides) en sus guias clinicas revisadas de 2009
propone el siguiente en 3 niveles:

Bajo riesgo de recidiva: si presentan las siguientes caracteristicas:
1. Ausencia de metastasis locales o a distancia.
2. Resecciéon completa del tumor macroscépico.
3. Ausencia de invasion de estructuras locorregionales o vasculares
4

. Histologia tumoral no agresiva
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5. Ausencia de captacion de 1-131 fuera del lecho tiroideo en el primer

rastreo corporal realizado postratamiento ablativo.

Riesgo intermedio de recidiva:
1. Invasion microscopica de tejidos blandos peritiroideos tras la primera
cirugia.
2. Histologia agresiva ( tall-cell, insular, de células columnares,...) o
invasion vascular.
3. Metastasis ganglionares cervicales.
4. Captacion positiva de 1-131 fuera del lecho tiroideo en el primer rastreo

corporal tras tratamiento ablativo.

Riesgo alto de recidiva:
1. Invasion tumoral macroscopica.
2. Reseccion incompleta del tumor.
3. Metastasis a distancia
4. Tiroglobulina desproporcionadamente alta en relacién a la habitual en el

rastreo postratamiento ablativo con |-131.
El manejo del CDT requiere un abordaje multidisciplinario desde su

diagndstico e involucra a endocrindlogos, radidlogos, cirujanos,

anatomopatologos y médicos especialistas de Medicina Nuclear.

7.3.- LA DISECCION GANGLIONAR DE CUELLO.

7.3.1. Introduccioén

Las vias de diseminacion ganglionar de los tumores escamosos de cuello
y del cancer diferenciado de tiroides, presentan particularidades importantes

que hacen que las modalidades terapéuticas de diseccion ganglionar sean
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diferentes y, por tanto, las indicaciones también se adapten al 6rgano implicado

en la diseminacion metastasica.

La diseminacion metastasica del carcinoma diferenciado de tiroides y del
carcinoma escamoso del tracto aerodigestivo tienen unos patrones predecibles.
Debido a estos factores de conducta predecibles en la diseminacion
metastasica, es posible realizar modificaciones en la técnica quirurgica. Sin
embargo, existen actualmente diferentes puntos de vista en las indicaciones
terapéuticas que se complican con el empleo de clasificaciones distintas en el
estadiaje tumoral y en los analisis uni y multivariantes, que pueden hacer
compleja la eleccion y comprension del método quirurgico idoneo. El empleo de
una misma clasificacién y una misma metodologia quirurgica haria que se
pueda estandarizar el tratamiento para poder comprender mejor la conducta
bioldgica de estos tumores. La diferencia en el tratamiento médico y quirdrgico
de los tumores diferenciados de tiroides y del carcimoma escamoso del tracto
areodigestivo explica que se puedan diferenciar ambos tipos de diseccion

ganglionar para una mejor comprension del tema.

La utilizacion de una metodologia de diagndstico y tratamiento
homogénea, empleando una terminologia facilmente comprensible, facilitaria

en el futuro la difusién de diferentes pautas de tratamiento.

7.3.2. Recuerdo Anatémico de los espacios
ganglionares del cuello.

Teniendo como base la anatomia quirurgica y el desarrollo embriolégico
del sistema linfatico cervicomediastinico (Fisco, 1964) y la descrita en detalle
por Dralle (Dralle, 2005), los compartimentos linfaticos del cuello se pueden

detallar de la siguiente manera (Fig.16):
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-Compartimento 1: Compartimento central del cuello, derecho (1a) e
izquierdo (1b) desde el plano traqueal y que se extiende hasta la vaina
carotidea y desde el hueso hiodes hasta el tronco venoso braquicefalico,
incluyendo los ganglios submandibulares.

-Compartimento 2 y 3: Ganglios cervicolaterales derechos (2) e
izquierdos (3) situados entre la vaina carotidea y el musculo trapecio. Abarca
desde la vena subclavia hasta el plano del nervio hipogloso,
anteroposteriormente, y entre los fasciculos del plexo cervical.

-Compartimento 4: Ganglios mediastinicos a ambos lados de la
traquea, derechos (4a) e izquierdos (4b), desde el tronco venoso braquicefalico

hasta la bifurcacion aortica dentro del mediastino anterior y posterior.

Fig.16. Compartimentos linfaticos del cuello

Esta clasificacién se puede correlacionar con la descripcion anatémica de
los triangulos del cuello descritos en la literatura francesa por Y.Guerrier
(Guerrier Y, 2005) (Fig.17):

-Triangulo anterolateral (A): submaxilar (1) y subdigastrico(2).
Corresponderia al Compartimento 1.

-Tridngulo posterolateral (B): triangulo omo-trapecio (3) y triangulo
omo-clavicular (4). Corresponderia al plano mas inferior del compartimiento 2.

-Triangulo interdigastrico (C).

-Tridangulo subhiodeo (D).
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Fig.17. Descripcion anatomica de los triangulos del

cuello

Otras clasificaciones utiles de los espacios ganglionares del cuello son:

1. Clasificacion del Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (Fig.18):

Nivel I: Triangulo submandibular.

Niveles IlI, Ill y IV: Tercios superior, medio e inferior de la cadena
ganglionar de la vena yugular interna.

Nivel V: Triangulo posterior, que afecta a las cadenas ganglionares
adyacentes al nervio espinal y cadena cervical transversa.

Nivel VI: Ganglios del surco traqueoesofagico.

Nivel VII: Ganglios del mediastino superior.
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Fig.18. Clasificacién del Memorial Sloan-Kettering

Cancer Center

Clasificacion del M.D.Anderson Hospital (Houston).

Anade ligeras modificaciones a la clasificacién anterior:

Nivel I: Dividido en IA (Ganglios submentonianos) y IB (Ganglios
submandibulares)

Nivel Il:  Dividido en IIA (Ganglios subdigastricos) y |IB (ganglios
yugulodigastricos en la base del craneo.

Nivel Ill: Sin modificaciones

Nivel IV: Dividido en IVA (ganglios yugulares inferiores) y VB
(Ganglios supraclaviculares

Nivel V: Sin modificaciones.

Estas clasificaciones permiten establecer un lenguaje comun entre

diferentes equipos quirurgicos y patdlogos, y ayudan a comparar datos entre
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diferentes hospitales que describen sus resultados en los tratamientos

quirurgicos.

7.4.- CARCINOMA DIFERENCIADO DE TIROIDES Y
METASTASIS GANGLIONARES

Una mejor comprension en la fisiopatologia de la enfermedad metastasica
ganglionar del carcinoma diferenciado de tiroides, ha abierto nuevas fronteras
en el manejo quirdrgico de pacientes con carcinoma metastatico en los

ganglios cervicales del cuello.

Las metastasis ganglionares cervicales en pacientes con cancer papilar
de tiroides pueden ser clinicamente evidentes 0 encontrarse
microscépicamente en alrededor del 60-80 %. No obstante, su impacto
prondstico en la supervivencia es controvertido. Por el contrario, menos del
10% de pacientes con carcinoma folicular desarrollan metastasis ganglionares
(Emerick, 1993).

Los factores de riesgo de desarrollar metastasis ganglionares cervicales
en el carcinoma diferenciado de tiroides son: edad, tipo histoldgico (papilar

versus folicular) y grado de extension del tumor primario (Mc Conahey, 1986).

Los pacientes con menos de 40 afos presentan casi un 50% de
metastasis ganglionares en el momento de la presentacion clinica y, por el
contrario, los pacientes mayores de dicha edad sdlo el 35% (Mazzaferri EL,
2007). El mayor riesgo para el desarrollo de posteriores metastasis
ganglionares es la edad menor de 20 afios o mayor de 70 afos, presencia de
metastasis ganglionares al inicio de la enfermedad y tumores de alto grado
(Mazzaferri EL, 2007). (Tabla 9).
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ALTO RIESGO RIESGO NO
RIESGO MEDIO SIGNIFICATIVO
Edad <20 ¢ Tumor no Sexo
>70 encapsulado
Metastastasi Irradiacion Tamafio tumoral
s ganglionar cuello
al inicio Tto
Invasion Ausencia N°focos tumorales
extratiroidea Enfermedad

Graves
Tumor alto Tiroiditis
grado Hashimoto
Invasion Formacion
vasos foliculos
sanguineos

Tabla 9. Factores de riesgo del carcinoma diferenciado de tiroides.

Las metastasis ganglionares al inicio de la presentacion clinica
incrementan el riesgo de recurrencia local de la enfermedad, pero tienen poco
impacto en la supervivencia global. Las metastasis del carcinoma papilar en los
ganglios linfaticos cervicales raramente afectan la esperanza de vida de los
pacientes. La afectacion ganglionar del compartimiento central del cuello es de
gran importancia, por lo que estos ganglios deberan ser disecados
completamente para evitar recurrencias en dicho compartimiento. Si los
ganglios no estan afectados en el momento de la cirugia, generalmente no se
procede a su diseccion, basandose en que la diseccion profilactica no influye
en la supervivencia comparado con los pacientes en los que si se realizaba
dicha diseccién ganglionar y que solamente el 20 % de pacientes (de algunas
series) desarrollaban metastasis subsiguientes y éstos pacientes todavia

podian rescatarse por diseccion de cuello electiva (Block, 1971).

Otros autores como Ferrero.E e Hidalgo.M, opinan que, al ser el
compartimento central del cuello la primera estacion ganglionar de drenaje
linfatico tiroideo, deberia realizarse un vaciamiento cervical ganglionar de dicho
compartimento y de la region paratraqueal-recurrencial del lado donde asienta

el tumor primario, medialmente a la vaina carotidea (cadena ganglionar
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recurrencial a lo largo del surco traqueoesofagico), incluyendo la diseccion del
ganglio delfiano localizado en la membrana cricotiroidea. Seria necesario
eliminar todo el tejido linfograso, evitando la extirpacion de ganglios aislados
(Berry-picking). Especial cuidado se debe tener en la preservacion de la
paratiroides inferior y en no dafar el nervio laringeo recurrente en la diseccién

central y peritraqueal respectivamente.

Las metastasis en los ganglios laterales del cuello raramente se
presentan si no hay afectacion ganglionar del compartimento central del cuello.
La palpacion preoperatoria de metastasis ganglionares laterocervicales o el
diagnostico intraoperatorio de las mismas, obliga a la realizacion de un
vaciamiento ganglionar radical, generalmente “modificado” de cuello (diseccion
terapéutica); raramente sera necesario realizar un vaciamiento ganglionar
radical. La extirpacion selectiva y aislada de las metastasis ganglionares
palpables latero-cervicales (berry-picking), no parece indicada en ningun caso
ya que lo habitual es que ganglios mas pequefios también estén afectados,
aumentando la frecuencia de enfermedad recurrente loco-regional en el cuello
(Noguchi, 1987). La diseccion profilactica de los ganglios laterocervicales, esto

es, la diseccion de ganglios no palpables, no es recomendable.

La diseccidén contralateral de cuello no se recomienda, excepto en los
casos de pacientes con extensa enfermedad bilateral (<10%). Recientemente
Ohshima, basandose en pacientes tratados quirdrgicamente en la Noguchi
Thyroid Clinic and Hospital Foundation de Beppu (Japdn), recomienda la
diseccion radical modificada bilateral en pacientes con carcinoma papilar que
tienen factores de riesgo de recurrencia contralateral (varén, diametro maximo
> 2 cm., extension tumoral hacia el istmo, adherencia o invasion extracapsular
de tejidos vecinos y la presencia evidente de enfermedad metastasica unilateral
en la cirugia inicial), basandose en que previene una segunda operacién vy
mejora la supervivencia. Se ha especulado que las posibles metastasis
ganglionares contralaterales de pequeino tamafo, después de la extirpacion del
tumor primitivo, tienden a regresar o permanecen estado latente subclinico.

Ademas, en los pacientes tratados por el grupo de Noguchi no se empled
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tratamiento postoperatorio con yodo radioactivo y es posible que este hecho
sea uno de los factores posibles que conducen a conclusiones diferentes con
respecto a las referidas por otros muchos cirujanos. En muchos otros
hospitales, estos pacientes identificados como de alto riesgo para desarrollar
metastasis contralaterales habrian recibido tratamiento con yodo radiactivo. En
este sentido el yodo radiactivo es el tratamiento preferido ya que trata la
enfermedad local y las posibles metastasis a distancia y, por tanto, la diseccién
radical modificada bilateral no estaria justificada debido a su potencial

morbilidad.

La diseccion suprahiodea raramente es necesaria debido a que las
metastasis ocurren en el 1% de los pacientes. Los ganglios del mediastino
superior se palpan afectados por tumor en alrededor del 5% de los pacientes y
deberan extirparse a través de la incision cervical y, si esto no es posible,

mediante una esternotomia parcial hasta el nivel del tercer espacio intercostal.

7.5.- DISECCION FUNCIONAL DE CUELLO EN EL
CANCER DIFERENCIADO DE TIROIDES

7.5.1. Diseccion del compartimiento central.

El vaciamiento del compartimento central debe ser rutinario en cualquier

paciente con cancer de tiroides.

Por debajo del hueso hioides debemos mostrar especial atencion en la
presencia del ganglio delfiano, proximo al I6bulo piramidal y que puede simular

un quiste tirogloso.

Lateralmente el vaciamiento, generalmente ipsilateral al tumor tiroideo,
incluye la cadena ganglionar del recurrente laringeo inferior siguiendo el surco
traqueoesofagico. Deberan extremarse las precauciones para no lesionar al

nervio laringeo inferior y a la glandula paratiroides inferior.

96



Introduccion

En casos de lesién de la glandula paratiroides inferior se puede proceder
al autotrasplante de la misma, previa comprobacion en biopsia por congelacion
de que no se trataba de una adenopatia metastasica. En alguna ocasion dicha
glandula se aloja en el tejido linfograso peritimico y no es posible su
conservacion, al ser su diagnostico histopatologico en el estudio de la

diseccién del compartimento central.

7.5.2. Diseccion funcional.

En la cirugia del cancer de tiroides raramente es necesario realizar un
vaciamiento radical de cuello. Generalmente mediante un vaciamiento
“funcional” que identifica y preserva el musculo esternocleidomastoideo, vena
yugular interna, nervio espinal, arteria cervical transversa, conducto toracico,
plexo braquial, plexo simpatico y nervio frénico. El vaciamiento radical soélo se
realiza en casos de invasion de estas  estructuras por adenopatias
metastasicas de gran volumen que presentaban rotura capsular y/o infiltracion
de tejidos por el tumor (Ferrero E, 1995). Excepcionalmente, es necesario

abordar el compartimento mediastinico por una via transesternal.
Generalmente se realiza una cervicotomia transversa de Kocher,

prolongando la incisidén lateralmente en sentido ascendente, en direccion a la

apofisis mastoides (Incision en L de Paul Andre) (figura 19).
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Figura 19. Incisiéon en “L" de Paul Ander.

Desde 1987, la diseccion del compartimento central del cuello
es parte integrante del procedimiento quirurgico en casi todos los pacientes
con cancer papilar de tiroides. La diseccién funcional lateral de los
compartimentos Il, Ill, IV y V solamente se realiza en casos de afectacion
macroscopica de los ganglios o cuando hay datos de afectacion ganglionar
facilitados por la TAC cervical; es decir, sOlo se realiza con intencion
“terapéutica” y nunca de manera “profilactica”. La mayoria de la afectacién
ganglionar se localiza en los compartimentos Il, lll y IV, teniendo muy pocos

pacientes con metastasis evidentes en los niveles |, Vy VI.

En los pacientes con invasién del tejido muscular adyacente al
tumor, se puede realizar la exéresis “en bloque”, junto al tiroides tumoral, de la
musculatura pretiroidea afectada. La extirpacion del esternocleidomastoideo
raramente es necesaria. En casos de dificil abordaje a los compartimentos Il,
[, IV y V, la seccion en su extremo clavicular para una mejor exposicion del
espacio yugulocarotideo, triangulo posterior y area de los grandes vasos en la
base del cuello. Si los ganglios metastasicos estan adheridos a la vena yugular

interna, se procede a su extirpacion en bloque con las adenopatias tumorales.
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La morbilidad derivada de las disecciones ganglionares del cuello,
referente a la preservacion de la sensibilidad del cuello, puede disminuirse
siguiendo una serie de principios quirurgicos. No obstante, la preservacion
completa de toda la sensibilidad del cuello generalmente no es posible. Es
posible conservar las ramas ventrales del plexo sensitivo cervical (C2, C3 y
C4) siempre que no exista una afectacién ganglionar masiva o con invasién
extracapsular. Se identifican estos nervios cerca de su origen, en el punto

medio de su salida en el borde posterior del musculo esternocleidomastoideo.

Las ramas nerviosas del occipital menor (C2) y del auricular mayor
(C3, C4), ascienden superficialmente al musculo esternocleiodomastoideo e
inervan sensitivamente el pabellon auricular, la piel retroauricular y la
adyacente a la glandula parétida hasta unos 4 cm. anteriores al pabellén
auricular. Pueden existir comunicaciones con las ramas del facial y del nervio
vago. El nervio cutaneo cervical transverso (C2, C3), también se identifica en el
borde posterior del esternocleidomastoideo, dirigiéndose anteriormente hacia
la vena yugular externa e inervando la piel anterosuperior del cuello. Las ramas
del nervio supraclavicular (C2, C3, C4), descienden hacia el platisma
dividiéndose en tres ramas para inervar la region inferior del cuello y térax

superior, 3-4 cm. por debajo de la clavicula.

Durante el desarrollo del colgajo posterior, se debe identificar el
nervio espinal que generalmente se encuentra superior a la salida de las ramas
sensitivas anteriormente mencionadas. Este nervio es un excelente marcador
para identificar el plexo sensitivo cervical. Siempre que es posible se debe
conservar el nervio auricular mayor y el occipital menor. Sin embargo, el nervio
cutaneo cervical transverso es invariablemente sacrificado para poder
desarrollar correctamente el colgajo dermograso anterior; la pérdida de
sensibilidad en este ultimo caso puede recuperarse con la reinervacion de

ramas contralaterales.

Estas variaciones técnicas no aumentan las recurrencias locales. La
aplicacion de estos principios en pacientes con cancer de mama, en las que se

han conservado las ramas del nervio intercostobraquial, no aumenta la
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recurrencia locoregional axilar y tiene unos importantes beneficios en la

conservacion de la sensibilidad del brazo.

En el lado izquierdo, al comprimir el tejido linfograso alrededor de la unién
entre la vena yugular interna y el confluente subclavio se puede observar como
se dilata el conducto toracico, lo que puede permitir su localizacion y
preservacion. Si se observan fistulas deberan ser cerradas. Este conducto lo
hemos visto ascender en el cuello hasta 3 o0 4 cm antes de su punto de
entrada en las venas (figura 20). Este conducto puede ser dificil de encontrar y
ser facilmente dafado en el transcurso de la diseccidon; mientras se realiza la
diseccidén en otra area, se puede dejar colocado temporalmente un pequefo
clamp en el tejido areolar donde se localiza la entrada del conducto toracico en
las venas de drenaje, apareciendo en unos pocos minutos una marcada
dilatacion del mismo y de las numerosas ramas cervicales que confluyen en él.
Estas ramas pueden ser ligadas y seccionadas para evitar posibles fistulas en

el postoperatorio.

Figura 20. La pinza sefala el conducto toracico

La extensién de la tiroidectomia puede estar guiada por la infiltracién
de tejidos adyacentes. Ocasionalmente, el tumor puede infiltrar o ser muy
adherente con la traquea adyacente. Suelen ser tumores pobremente
diferenciados y la invasién traqueal puede ser por invasion directa o por
crecimiento a partir de una metastasis ganglionar (Machens, 2001). Si no
existen otras contraindicaciones, deben fijarse los margenes de infiltracion y

extirpar la pared traqueal alrededor de dichos margenes. Si es posible, es
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aconsejable el cierre primario o la reconstruccion con colgajo muscular del
musculo ECM, pectoral mayor o periostio clavicular (Guillenwater, 1999); en
otras ocasiones se debera realizar una traqueotomia en la apertura circular o
esferoidal traqueal, manteniendo el tubo traqueal durante varias semanas.

Generalmente, la apertura traqueal se cierra espontaneamente.
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La puncion aspiracion con aguja fina (PAAF) de nodulos tiroideos ha
ganado una amplia aceptacién como un valioso método para distinguir nédulos
neoplasicos o susceptibles de malignidad y la identificacion de los pacientes
que pueden ser candidatos para cirugia como factor independiente de otras

caracteristicas clinicas.

La clasificacién etiopatogénica de las lesiones tiroideas (benignas y
malignas) con especial énfasis al etiquetado del caracter neoplasico o benigno
de las lesiones nodulares, adenomatosas o multifocales del tiroides que
producen bocio, asi como el descubrimiento de las bases moleculares de las
mismas podra ayudar a mejorar las indicaciones de los distintos tipos de cirugia

en cada paciente.

En este proyecto se ha seleccionado una variedad de genes relacionados
con la patologia tiroidea. Empleando marcadores intragénicos en estos genes y
el analisis multilocus se pretende identificar patrones genéticos especificos de
cada patologia en estudio. La consecucion, aun parcial, en la identificacion de
patrones predictivos, aplicables al diagnostico diferencial de la patologia
tiroidea, podria revolucionar el manejo clinico de los pacientes mediante la

racionalizacion y priorizacion de tratamientos mas o menos agresivos.

Formalmente existen pocos antecedentes en la aplicacion de esta
estrategia a las patologias tiroideas, no obstante, el empleo de marcadores de
un unico locus analizando pérdidas de heterocigosidad en el oncogen VHL
parecen predecir la malignidad de los tumores foliculares de tiroides y aun el
riesgo de muerte de los pacientes (Hunt y cols., 2003). Igualmente, existen
haplotipos concretos del oncogen RET que se asocian a la aparicion del
cancer medular o papilar de tiroides (Ruiz y cols., 2001, Lesueur y cols 2002).
Mas recientemente la existencia de poligenes relacionados con la enfermedad

de Graves ha sido puesta de manifiesto (Ueda y cols., 2003).
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La integracion de factores constitucionales (en su mayoria genéticos) y
los factores exdgenos que contribuyen a cada patologia es el objetivo final de
los estudios de asociacion genética que en la actualidad se practican. La
informacion derivada de estos proyectos, una vez integrada, sera la base del
conocimiento de lo que hoy denominamos medicina predictiva que permitira
el desarrollo de nuevas herramientas diagndsticas y terapéuticas basadas en

una clasificacion genética de los pacientes.

La mayoria de las enfermedades tiroideas tienen un caracter multifactorial
y es necesaria la convergencia de una serie de factores genéticos vy
ambientales interactuando de forma conjunta para que se produzca la
patologia. Desafortunadamente, la mayoria de estos factores causales son
desconocidos y aun es necesario un gran esfuerzo en lo referente a
epidemiologia clinica y molecular para identificarlos. El caracter multifactorial
de la etiologia se ha establecido en las patologias mas comunes de la glandula
tiroides como el bocio nodular simple (Hegedus y cols 2003) y los casos
esporadicos de carcinoma papilar, folicular, medular o anaplasico de tiroides
(Ruiz y cols. 2001; Gim y cols 2002) o la enfermedad de Graves, de caracter

autoinmune, aunque de etiologia multifactorial (Ueda y cols. 2003).

Con la tecnologia actual, desde un punto de vista genético, y una buena
clasificacion de los pacientes intervenidos por cualquier patologia tiroidea
podemos comenzar a identificar cuales son los factores genéticos que
condicionan la aparicion de cada una de las patologias habitualmente
intervenidas quirargicamente y, de esta forma, con la informacion obtenida de
casos retrospectivos, podremos predecir el grado de malignidad de las lesiones
tiroideas de casos prospectivos, o el subtipo anatomopatolégico que mas
probablemente padece el individuo en estudio e incluso el prondstico a largo

plazo de la lesion.
La gendmica estructural y funcional humana son nuevos conceptos que

engloban a todos los estudios genéticos encaminados a determinar variaciones

genéticas interindividuales involucradas en la etiopatogenia de las
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enfermedades. En la actualidad es posible, siempre que se disponga de la
tecnologia adecuada, efectuar una evaluacion molecular de cualquier gen
humano buscando nuevos polimorfismos (SNPs, VNTRSs), efectuando con ellos
estudios de asociacion (casos y controles) o estudios de ligamiento genético en
cohortes de pacientes adecuadas, asi como el estudio de asociacion causal de
las mutaciones puntuales, los re-arreglos genéticos y las alteraciones de la
expresion génica en los tejidos involucrados en las diferentes patologias en
estudio. (Collins, 1999, 2001). La informacion derivada de estos proyectos, una
vez integrada, sera la base del conocimiento de lo que hoy denominamos
‘medicina predictiva” que permitira el desarrollo de nuevas herramientas
diagnosticas y terapéuticas basadas en una clasificacion genética de los

pacientes.

Mediante empleo de marcadores polimorficos en genes candidatos es
posible predecir el tipo de lesion mas probable que padece un paciente con una
lesion tiroidea. La investigacion de paneles predictivos basados en la
tecnologia de ADN en pacientes previamente diagnosticados de las patologias
tiroideas mas comunes podria revolucionar el manejo prospectivo del bocio
tiroideo, ayudando a la priorizacion de las intervenciones quirurgicas de estos

pacientes.
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En este trabajo los objetivos principales deben contemplarse desde dos

vertientes diferentes:

1) Datos generales y terapéuticos:

A) Valoracién estadistica de los pacientes incluidos en el estudio,
pormenorizando los datos descriptivos (Edad, Sexo, Diagndstico) en
relacion a trabajos similares ya publicados anteriormente, para saber si
existe alguna diferencia demografica en los pacientes incluidos en el
estudio y que corresponden todos al Area Sanitaria de Madrid.

B) Estudio de las diferentes técnicas quirurgicas y su correlacion con los
resultados obtenidos.

C) Valoracion del estudio anatomopatolégico y clasificacion clinica de los
estadios para tratar de llegar a una relacidon clinicopatoldgica que

pueda tener valor prondstico en el futuro.

2) Estudios Genéticos:

A) Generar un banco de ADN de pacientes con patologia tiroidea
quirurgica para efectuar estudios genéticos programados en un futuro.

B) Mineria de datos y seleccion de genes mediante clonaje posicinal/DNA
arrays o biochips: mediante rastreo bioinformatica o gendmico se
seleccionan genes candidatos para su estudio.

C) Identificacion y puesta a punto de SNP (polimorfismos) intragénicos en
loci candidatos seleccionados. Desarrollo y empleo de sistemas
espectrofluorimétricos de deteccidén genética de alta productividad.

D) Ensayos de epidemiologia molecular: estudios de casos-control, de
asociacién genética y correlacion fenotipo-genotipo.

E) Mecanismos moleculares del gen aislado.

F) Secuenciacion gendmica en un grupo de pacientes con Carcinoma

Papilar Tiroideo y su correlacion clinico-patolégica
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G) Establecer correlaciones fiables entre distintos genes y las
enfermedades tiroideas intervenidas quirurgicamente, mediante la
busqueda de diferencias entre los distintos alelos en el ADN y sus

homodnimos en el tejido tumoral.
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1. GENERALIDADES

Se realiza un estudio retrospectivo, sobre 109 casos consecutivos de
carcinoma papilar y folicular que tras ese diagndstico fueron tratados

quirurgicamente.

Tras esta primera fase, se enviaron los datos y las muestras obtenidas al
Departamento de Gendmica Estructural de NeoCodex, en Sevilla (Espafia),
empresa dedicada al estudio de la genética y gendmica, donde se realizé la
segunda parte del proyecto y se obtuvieron los resultados genéticos de las

muestras.

Este proyecto de investigacion ha sido aprobado por el Comité Etico de
Investigacion Clinica del Hospital Universitario 12 de Octubre que ha dado su
conformidad para la utilizacién de los tejidos obtenidos de las diferentes piezas
quirurgicas. Cada paciente firmé un consentimiento informado en el que
aceptaba el uso de éstos en la investigacion médica antes de ser intervenido

quirargicamente.

2. MATERIAL Y METODOS

En el Servicio de Cirugia General y Digestiva “B” del Hospital
Universitario 12 de Octubre de Madrid (Espafia) (UCM), fueron diagnosticados
de Cancer Diferenciado de Tiroides e intervenidos quirurgicamente 130
pacientes segun protocolo clinico previamente establecido en el periodo

comprendido entre Enero de 1994 y Enero de 2009.

Fueron excluidos los pacientes sin estudio citolégico por PAAF
preoperatorio por lo cual el trabajo fue realizado en 109 pacientes. Los datos
sobre los hallazgos histopatoldgicos, diferenciaciéon tumoral, procedimientos

quirurgicos y los resultados se recopilaron a partir de los expedientes de estos
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pacientes en una base de datos informatizada y creada originalmente para el
estudio y seguimiento de estos pacientes; y todos ellos incluidos en los

resultados de este trabajo.

El estudio genético se realizé en 41 pacientes con Carcinoma Papilar de
Tiroides, cuya muestra se obtuvo de los 109 pacientes con Carcinoma Papilar
de Tiroides que estaban incluidos en el Protocolo del Servicio de Cirugia “B” en
el Hospital 12 de Octubre de Madrid y que conforma la primera parte de este
estudio. Sélo fue posible realizar el estudio genético en 41 pacientes debido a
la fragilidad de las muestras del laboratorio y otros inconvenientes, como
insuficiente material para el estudio genético, rotura de la muestra durante su

manejo y alto coste econdmico.

El tejido del carcinoma de tiroides fue obtenido, al igual que su
contralateral sano, mediante biopsia en el mismo individuo de los 41 pacientes
que han sido objeto del estudio. Otros 178 individuos de poblaciéon general
caucasica mediterranea fueron reclutados para realizar la comparacion de la

frecuencia alélica.

En todos los pacientes, la PAAF se realiz6 sistematicamente y de manera
rutinaria en el Departamento de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario
12 de Octubre (UCM) por un experto citopatélogo mediante método

convencional/método manual o realizado bajo guia ecografica por un radiélogo.

La informacion de la PAAF no estuvo disponible en 21 casos examinados
y se excluyeron de este estudio. En todos los casos, la PAAF se realizo
mediante una aguja de calibre 25 conectada a una jeringa de 10 ml. En
promedio, se realizaron dos pasadas sobre cada uno de los nddulos, lo que
resulta en dos frotis secados al aire y dos frotis fijados en alcohol. Los frotis
secados al aire fueron tenidos con el tinte Diff-Quik (Harleco, Gibbstown, NJ)
para la evaluacidon sobre el terreno. Los frotis fijados en alcohol fueron tefiidos
mediante una técnica de Papanicolaou modificada. El resto del material se
enjuaga con la preparacion de Normosolt (Abbott Laboratories, Chicago, IL)

para bloque celular y filtro Millipore (Millipore, Bedford, MA).
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Los diferentes tipos de resultados en la PAAF fueron diagndsticados
como “coloide benigno”, “atipia celular ", “proliferacion folicular” y “sospechosa
de malignidad” de acuerdo a los resultados publicados anteriormente. Todos
los pacientes fueron seguidos prospectivamente. Los datos se obtuvieron del
programa informatico del Servicio de Cirugia General y Digestiva “B” y del
Departamento del Servicio de Anatomia Patologica del Hospital Universitario 12
de Octubre. Todos los pacientes, sin exclusion alguna, fueron sometidos a
tratamiento quirdrgico. Los tumores fueron re-estadiados mediante la

clasificacion TNM 2007.

3. TRATAMIENTO QUIRURGICO

La extension de la tiroidectomia se obtuvo del programa informatico del
Servicio de Cirugia General y Digestiva “B” del Hospital Universitario 12 de
Octubre y que se introdujo en el registro con arreglo a las siguientes
definiciones: Hemitiroidectomia comporta la extirpacién de la totalidad del
I6bulo tiroideo y también incluye la reseccion del istmo. Tiroidectomia total
extracapsular es la extirpacion de ambos Iobulos y el istmo, no dejando visible
tejido tiroideo, mientras que en la Tiroidectomia casi total del tejido tiroideo se
deja un pequefo remanente de tejido tiroideo (1-2mm) para evitar dafar el
nervio laringeo recurrente inferior y/o la vascularizacién de la glandula
paratiroidea. En los casos que hubo que repetir la cirugia, que se realizé dentro
de los 2 meses desde la operacion inicial, ésto se anoté como un unico
procedimiento quirurgico. Toda la informacién sobre la cirugia de los ganglios
linfaticos se registré y subdividiéd en niveles ganglionares segun los informes

histopatoldgicos y los compartimentos ganglionares del cuello.

La diseccion de cuello modificada (o funcional) comprende la
eliminacién de todos los tejidos grasos y fibrosos incluyendo los ganglios
linfaticos, pero conserva el musculo esternocleidomastoideo, la vena yugular

interna, nervio vago, del nervio espinal accesorio y los nervios sensoriales, ya
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sea de manera unilateral o bilateral. La diseccion radical del cuello incluye la
eliminacion de las estructuras mencionadas. La diseccion central del cuello
incluye la extirpacion de todos los ganglios linfaticos pretraqueales y
adyacentes al tumor y del trayecto del nervio laringeo recurrente inferior

homolateral al I6bulo tiroideo tumoral.

En este estudio los pacientes fueron sometidos a:

1. tiroidectomia total o tiroidectomia casi total y la diseccion central
de los ganglios linfaticos (CLN) de manera profilactica, cuando el
diagndstico de neoplasia maligna estaba comprobado
histolégicamente.

2. El resto de pacientes fueron sometidos a hemitiroidectomia con
istmectomia cuando el paciente en el l6bulo contralateral, no

mostraba patologia en la ecografia preoperatoria.

La eliminacion de toda la glandula tiroides se realizdé en primer lugar,
seguido por la disecciéon CLN. La extension de la diseccién del CLN fue hasta
el hueso hioides cranealmente, la carétida lateralmente, y la vena innominada

caudalmente.

Para los pacientes con estadio TNM | y Il, la cirugia de los ganglios
linfaticos se realizd sin procedimientos para seleccionar los ganglios, es decir,
con “técnica monobloque” sin diseccion selectiva individual de cada ganglio
linfatico. La linfadenectomia laterocervical funcional no se hizo con intencion
profilactica sino sbélo en presencia de afectacion ganglionar comprobada

histolégicamente de manera pre o intraoperatoria.
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4. ESTUDIO GENETICO

Tuvo lugar en diferentes etapas:

4.1.- EXTRACCION DEL ADN

El método de extracciéon de ADN a partir de biopsias es un punto critico
para meétodos genéticos y moleculares. Tejidos fijados en formalina e incluidos
en parafina es un método de rutina en los laboratorios en la actualidad y
permite un almacenamiento facil. El problema principal que presenta este tipo
de muestra se debe a que es muy dificil eliminar completamente la parafina.
Esta parafina actua como inhibidor de reacciones enzimaticas, lo cual hace que

el ADN obtenido sea de mala calidad y se degrade y fragmente facilmente.

En este estudio, gracias al protocolo optimizado por el laboratorio de
genética para este proceso de extraccidon de ADN, se han conseguido buenos

resultados en la calidad y en la cantidad del 90% de las muestras.

El ADN gendmico fue extraido de los tejidos tumorales y no tumorales.
1.- Las muestras de tejido han sido fijadas en formalina e incluidas en parafina.
De cada tejido, se cortan en microtomo secciones de 2 um de espesor. Se
debe eliminar con el bisturi toda la parafina que se pueda y cortar el tejido en

trozos lo mas pequefo posible. Introducir el tejido en un tubo de 1.5 ml.

Entre un tejido y otro hay que limpiar la cuchilla y el microtomo con hipoclorito

sodico, EtOH (etanol) 70% y secar con papel.

2. — Se afiade 1 ml de Xileno, se agita 10 segundos y se incuba 10 minutos a
temperatura ambiente. Se centrifuga 5 minutos a maxima velocidad y se quita
el sobrenadante con una pipeta con cuidado para no aspirar el pellet. Se repite

el paso 2 hasta que no se observe parafina.

3. — Se anade 1 ml de Xileno y se homogeneiza. Entre tejidos se lava el

homogeneizador con SDS y abundante agua para eliminar restos de tejido,
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luego se sonica, y al final se introduce en un falcon con Xileno para poder

eliminar restos de parafina y se seca con papel.
4.- Se centrifuga 5 minutos a maxima velocidad y se quita el sobrenadante.

5.- Se anade 1 ml de EtOH 100% a temperatura ambiente para lavar el pellet.
Se agita 10 segundos y se centrifuga. Eliminar el sobrenadante. Repetir este
paso con 1 ml de EtOH 95%. Hacer un lavado final repitiendo este proceso con
1 ml de EtOH 75%.

6.- Se elimina el sobrenadante y se centrifuga 10 segundos para recoger todo

el residuo liquido.
7.- Se seca el pellet en estufa a 37°C, o bien a temperatura ambiente.

8.- Finalmente, los tejidos fueron depositados en “Tissue Lysis Buffer” vy
agitados durante la noche a 55°C y 120rpm

Figura 21. Maguina de Extraccién de ADN.

9.- La extraccion automatizada de ADN se realiz6 utilizando “Magna Pure LC

DNA isolation Kit Il, Tissue” y segun las indicaciones del fabricante.

4.2.- FABRICACION DE MICROARRAYS

La secuenciaciéon de genomas y el lanzamiento de la tecnologia de las

matrices de ADN o biochips de ADN (DNA arrays) permite comprender mas
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rapidamente e integramente el funcionamiento de una célula viva. La ventaja
de los chips de ADN es que la informacién de la actividad de miles de genes se
puede conocer mediante una disposicion matricial de copias de dichos genes
en un espacio muy reducido. Se entendera sobreexpresion de un gen cuando
la intensidad de éste en la muestra problema sea 2 veces superior o mas que
la muestra control, y subexpresion cuando este valor sea 2 veces inferior o mas

a la muestra control.

Para la fabricacion se disefian oligonucledtidos especificos de cada gen y
que tengan complementariedad con moléculas de CcADN (secuencias
exonicas). La seleccion de genes incluidos en el biochip se efectua tras un
intenso proceso de extraccion de datos de las fuentes disponibles (datamining
en genbank, pubmed, omim, genecard, locuslink, etc). En este estudio se
seleccionaron genes localizados en aquellas regiones gendmicas donde
aparezcan pérdidas de heterocigosidad, identificadas mediante el empleo de
microsatélites distribuidos a lo largo de todo el genoma. Estas regiones son
sometidas a proceso de identificacion de genes mediante herramientas

bioinformaticas convencionales.

4.3.- AMPLIFICACION DEL ADN GENOMICO MEDIANTE
PCR

La tecnologia de la PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) permite
una amplificacion selectiva de una secuencia especifica de ADN. Para ello es
necesario conocer las secuencias flanqueantes a la region de interés. A partir
de esta informacién, se construyen dos cebadores o primers: secuencias cortas
de ADN (unas 15.30 bases) que son complementarias de las cadenas opuestas
a cada extremo de la regidn que se quiere amplificar. Para que la reaccion se
realice, es necesario la presencia de Ilos precursores del ADN
(desoxinucledtidos trifosfato, dATP, dCTP, dGTP y dTTP) y la actuacién de una
ADN polimerasa. Las cadenas de ADN que van siendo sintetizadas, se utilizan,
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a su vez, como moldes en los siguientes ciclos. EI numero de copias crece
exponencialmente alcanzandose, tras unos 30 ciclos, un numero de copias de

la regidn de interés de 10/6 o superior.

Lareaccion de PCR se desarrolla generalmente en tres pasos:

- Desnaturalizacién. Separacion de las dos cadenas de ADN. Generalmente

se realiza a 95°C para el ADN gendmico humano.

- Hibridacién o annealing. Unién de los cebadores al molde. La temperatura

a la que se realiza generalmente oscila entre los 50 y los 70°C,
dependiendo de la temperatura de fusion (Tm) del duplex que forman.
Usualmente la temperatura de hibridacién (Ta) es unos 5°C inferior a la
de fusion.

- Sintesis de ADN o extension. Normalmente se realiza a 72°C.

Debido a las altas temperaturas que se alcanzan durante el proceso de
desnaturalizacion, la ADN polimerasa ha de ser termoestable. La enzima mas
utilizada es la Taq polimerasa, enzima procedente de la bacteria Thermus

aguaticus.
A continuacion se describe una PCR tipo. Las concentraciones de los
distintos reactivos pueden sufrir ligeras modificaciones dependiendo del

fragmento concreto a amplificar y de la técnica empleada para su analisis.

1.- Reactivos utilizados en PCR

ADN molde (ADN genémico.............ccccceeveeninnnn... 5ng
Desoxinucleotidos trifosfato................c.cooeeiieits 125uM (total)
CIlMQ. e 1,5mM

Primers (cebadores)...........cccooviiiiiiiiiiiiiin, 0.5uM (cada uno)
Taq polimerasa (BU/UL).....cccoviiiiii, 2 unidades

H20 CSP.ieeniii e 20ul

2.- Amplificacién
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Las condiciones de amplificacién de cada uno de los fragmentos aislados por

PCR son muy variables.

Diei Ciclo de Desnaturalizacion Inicial

TaD..o Temperatura de Desnaturalizacion

TiD.e Tiempo de Desnaturalizacion

TaH... Temperatura de Hibridacion (“annealing”)
TiH. o, Tiempo de Hibridacién (“annealing”)
TaE....coo Temperatura de Extension

TIE. Tiempo de Extension

N Numero de ciclos

Efee Ciclo de Extension final de la PCR

4.4.- SELECCION DE MARCADORES

Se seleccionaron una serie de genes candidatos teniendo en cuenta la
literatura publicada previamente y la novedad de diferentes estudios. El criterio
de seleccion incluye su relacion funcional o epidemiolégica con el Carcinoma
Papilar de Tiroides, atendiendo a las corrientes mas novedosas de

pensamiento.

Se han analizado nueve marcadores polimorficos o SNPs (Single
Nucleotide Polymorphisms) en tres genes diferentes: EMSY, CAPN5 Y PAK1
mapeados en la regiéon 11913-q14 y con una extension aproximada de 1Mb.
Para cada gen se escogen 3 marcadores polimérficos (heterocigosidad entre
37%-54%): rs4300410, rs2508760 y rs2251075 para EMSY; rs11237076,
rs4259851 y rs4945146 para CAPNS; y rs2729762, rs2844336 y rs538670 para
PAK1.
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Figura 22. Representacion gréafica de la zona genémica ampliada donde se encuentran

los loci estudiados.

Genotipacion mediante el sistema de Pirosecuenciacion

La técnica de analisis genético mas utilizada para este trabajo ha sido el

sistema de Pirosecuenciacion. Este método tiene muchas ventajas en relaciéon

a otros métodos utilizados en otros estudios genéticos, ya que es un método
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muy sensible, fiable y seguro para realizar cuantificacion alélica, y no precisa
plataformas costosas, permitiendo utilizar como material de partida ADN de

tejido parafinado de pacientes con cancer.

El sistema de PIROSECUENCIACIONTNI es un método de genotipacion
que permite la secuenciacion en tiempo real de 96 muestras de ADN. Consiste
en la deteccion de bioluminiscencia que se produce por la accion de la
Luciferasa al incorporarse los desoxinucleétidos trifosfato (ANTPs) a la cadena

en extensién. La region de interés es amplificada previamente en un

termociclador PTC-1OOTNI (MJ Research, Inc.) teniendo en cuenta en el disefio
de los cebadores que el tamano 6ptimo para su analisis mediante este sistema
no debe superar 200 -300 pb. Ademas, es necesario que uno de los cebadores
esté marcado en 5’ con biotina. El mayor inconveniente de este proceso, es
que requiere un oligonucledétido biotinilado para cada polimorfismo que se
desee estudiar. Por esta razoén, el laboratorio especialista en genética que ha
colaborado en este estudio, ha disefiado un eficiente sistema de marcaje
indirecto, que permite marcar practicamente cualquier producto de PCR
mediante un disefio particular de la pareja de cebadores, y el uso de una
reaccion son una correcta estequiometria entre estos dos y un tercer

oligonucledtido universal biotinilado

La dispensacion de reactivos y ADN en placa para su amplificacién por
PCR se ha realizado empleando el sistema automatico Biomek® 2000
(Beckman Coulter™, USA). Una vez finalizada la reaccion de PCR, la placa
que contiene los amplicones es incubada en agitacion durante 10 min. con una
mezcla que contiene 3 yl de sefarosa, 37 ul de tampon de inmovilizacion y 20

Ml de agua por muestra.

Finalizada la incubacion y ayudados por una bomba de vacio, se captura
el amplificado mediante un cepillo especial que retiene el complejo biotina-
sefarosa. A continuacion se realiza un pase por etanol al 70%, seguido por una
solucion de desnaturalizacion vy, finalmente, un tampdén de lavado. Como

resultado, solo la cadena marcada con biotina permanece unida al cepillo.
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Mediante la interrupcién del suministro de vacio liberamos la cadena de ADN
en una nueva microplaca de 96 pocillos que contiene, en cada uno, 2 ul del
cebador de secuenciacion a una concentracion 10 mM y 38 ul de tampon de
hibridacion o union del cebador. Esta placa se incuba durante 2 minutos a 80°C
para posteriormente dejar enfriar a temperatura ambiente. Esta disminucién

gradual de la temperatura, permite la union del cebador de secuenciacion. La

reaccion de secuenciacion

::‘k Pra— a b SMP
. LI L . Ls'amwlmdrmmimer =
n
mg o e
M1 3-tagged foreand
| 5 o 5 !
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Figura 23. Bases moleculares de la reaccion de Pirosecuenciacion.

4.5.- GENOTIPO Y DESAJUSTE ALELICO: ANALISIS

El analisis molecular se realizé en 41 muestras de tejido de PTC y en su
correspondiente contralateral sano, ademas de ser realizado en los 178 casos-

control. Se utilizaron los 9 marcadores.

El genotipo se realiz6 mediante pirosecuenciacion segun el protocolo del
fabricante. La pirosecuenciacion se utilizé como método rapido y preciso para
el genotipado y para cuantificar la frecuencia de alelos, ya que da una medida

cuantitativa de las cantidades relativas de cada alelo.
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El desajuste alélico se detectd cuando la intensidad de un alelo en el ADN
del tumor se redujo o estaba ausente en comparacion con el ADN normal. Los
resultados de pérdida alélica son reproducibles en ensayos por triplicado para
cada muestra. Un porcentaje relativamente pequefio (10%) de un determinado

alelo podria detectarse de manera fiable.

5. EL ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd un analisis con estadistica descriptiva mediante una
descripcion general de las distintas variables del analisis, tales como los
resultados histopatoldgicos, estadio TNM, el tratamiento postoperatorio y el tipo
de cirugia. El resumen de la informacion de las variables tratadas se presenta,
para aquellas que son cualitativas o no numéricas, mediante su distribucion de
frecuencia absoluta y porcentaje. Las variables numéricas o cuantitativas se
describieron mediante sus medidas de tendencia central, media o mediana,
acompanadas de dispersion, desviacidn estandar o rango intercuartilico. La
descripcion grafica se realizd6 mediante box-plot, diagramas de barras y

diagramas de sectores segun la naturaleza de las variables empleadas.

El analisis de asociacion utilizado para la estadistica analitica consistié en
un estudio de asociacion entre variables cualitativas mediante el test de la Chi
Cuadrado de Pearson o el test exact de Fisher, en el caso de que mas de un
25% de los esperados fueran menores de 5. Se utilizo el test no paramétrico de
Kruskal-Wallis, para estudiar la relacion entre variables cualitativas y variables
cuantitativas. Las comparaciones multiples, dos a dos, fueron efectuadas

corrigiendo el nivel de significacion estadistica.

Una vez finalizado el proceso de genotipacion de las muestras vy

obtenidos los datos crudos, se inicia el analisis estadistico a nivel genético.
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Es necesario conocer las frecuencias alélicas y genotipicas de los
polimorfismos analizados en la poblacion en estudio. En una poblacion, las
proporciones relativas de los diferentes genotipos se mantienen constantes de
una generacion a otra, asegurando asi a diversidad. Esto se conoce como
equilibrio de Hardy-Weinberg. Para el analisis estadistico de distribucion de
genotipo, se utilizaron las pruebas de desviacion de equilibrio de Hardy-
Weinberg y los estudios de asociacion de 2 puntos, todos provenientes de los
test del instituto aleman para la genética humana. Para que esta ley se cumpla,
son requisitos imprescindibles la panmixia (uniones al azar) y la ausencia de
influencias externas, es decir, la ausencia de presion selectiva. Otros factores
que pueden alterar el equilibrio de Hardy-Weinberg son la aparicion de nuevas
mutaciones, los movimientos migratorios o la derivacidon génica. La
determinacién del cumplimiento de este principio se usa comunmente como
control de calidad de la genotipacion en individuos no relacionados. La manera
mas habitual de hacerlo es mediante analisis de bondad de ajuste Chi-
cuadrado. Para realizar este analisis hemos empleado el Test de Chi-cuadrado

con la correccién por continuidad de Yates en el software Statcalc.

Para los analisis de Chi-cuadrado con mas de un grado de libertad

(distribuciones genotipicas, haplotipicas) hemos empleado el software SPSS.

Otras herramientas informaticas utilizadas en el transcurso de esta tesis
doctoral, son varios software genéticos y bases de datos online que

describimos a continuacion.

Para el analisis del desequilibrio de ligamiento (LD) entre marcadores y
construccion de haplotipos se realizaron las estimaciones mediante el software
Phase y Gold. Phase implementa algunos métodos estadisticos para la
reconstruccién de haplotipos a partir de los datos genotipicos de la poblacion y
estima los valores de D’ y de la fraccion de recombinacion entre marcadores. El
software Gold proporciona una representacién grafica de los valores de D’.

Con el término desequilibrio de ligamiento (LD) entre marcadores se alude a la
tendencia de estos a transmitirse juntos como consecuencia de la distancia

fisica a la que se encuentran en el mismo cromosoma. Aunque la distancia
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entre los loci es el principal factor determinante del grado de LD entre ellos, la
tasa de recombinacion en la region comprendida entre ambos puede modificar
dicha relacion. En ocasiones, marcadores muy alejados fisicamente se
transmiten juntos con mayor frecuencia de la esperada por la distancia entre
ambos o, por el contrario, la existencia de puntos calientes o hot-spots de
recombinacién en el genoma puede determinar que marcadores muy proximos
en el cromosoma se transmitan de manera independiente con una frecuencia
elevada. El grado con el que dos marcadores tienden a transmitirse juntos se
cuantifica mediante el parametro D’, cuyos valores oscilan de -1 a +1. Un valor
de D’ = %1 indica desequilibrio completo de ligamiento, es decir, siempre se
transmiten juntos. La existencia de desequilibrio de ligamiento entre los loci
permite la construccion de haplotipos, que no es mas que la disposicion
ordenada en direccion 5’-3’ de los alelos marcados analizados en cada una de

las copias que poseemos de todos los genes autosémicos.

Para los estudios de asociacion haplotipica y la estimacién de sus
frecuencias, hemos empleado fundamentalmente el software THESIAS
(www.genecanvas.org). Este programa permite la determinacion de los efectos
haplotipicos mediante comparacion con el haplotipo de referencia,
normalmente el haplotipo mas frecuente en la poblacidn. Para la estimacion de
haplotipos y las regresiones para los estudios de asociacion, hemos empleado

el software Whap.
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El anadlisis pormenorizado de los diferentes datos aportan los siguientes

resultados:

A. ESTUDIO GENERAL SOBRE 109 PACIENTES CON CARCINOMA
DIFERENCIADO DE TIROIDES.

1.- Edad y Sexo:

Los pacientes tenian edades comprendidas entre 19-78 afos (edad media,
46,8 afnos), habia 96 mujeres (88%) y 13 hombres (12%). Todos ellos fueron
clasificados en 2 grupos segun la edad, considerando la separacién en 45 afos

para adaptarse a la clasificacion internacional TNM (Pacini et al.2007).

Menor de 45 54 49.54%

Mayor de 45 55 50.46%

Tabla 10. Distribucion de frecuencias segun edad.

La distribucién segun edad, no mostrd diferencias significativas, ya que
en ambos casos (mayores y menores de 45 anos), esta distribucion era
cercana al 50%, siendo del 49.54% para menores de 45 anos y del 50.46% en

los mayores de 45 afios.
El sexo femenino fue el mas frecuente en este estudio con un 88.07% (96

pacientes) mientras que los varones alcanzaron una frecuencia del 11.93% (13

pacientes).
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11.93%

MUJER

96

88.07%

Tabla 11. Distribucion de frecuencia segin sexo.

2.- Estudio de la funcidn tiroidea:

Resultados

Analizando los estudios funcionales tiroideos encontramos que el 88.07% (96

pacientes) eran eutiroideos, el 8.26% (9 pacientes) hipertiroideo y el 3.67% (4

pacientes) eran hipotiroideos.

Eutiroideo 96 88.07%
Hipertiroideo 9 8.26%
Hipotiroideo 4 3.67%

Tabla 12. Distribucion de pacientes segun pruebas tiroideas funcionales.

3.- Estudio ecografico del nédulo sospechoso de neoformacion:

La lateralidad de la ecografia segun la localizacion del proceso fue derecha en

50 pacientes (45.87%), izquierda en otros 41 pacientes (37.61%), bilateral en 9
de ellos (8.26%) e istmica en 9 pacientes (8.26%).
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Figura 24. Diagrama de sectores representando la lateralidad de la ecografia

4.- Puncién Aspiracion con Aguja Fina (PAAF):

La Puncion Aspiracién con Aguja Fina se llevo a cabo en el I6bulo derecho en
50 pacientes (45.87%), en el I6bulo izquierdo en 41 pacientes (37.61%), en 9
pacientes de manera bilateral y otros 9 pacientes en el Istmo (8.26%).

Lobulo Derecho 50 45.87%
L6bulob Izquierdo 41 37.61%
Bilateral 9 8.26%
Istmo 9 8.26%

Tabla 13. Distribucion de pacientes segun el lugar donde se realiz6 la PAAF.

Tras seguir los criterios establecidos en terminologia y morfologia para el
diagnéstico citologico de las lesiones de la PAAF de tiroides, ésta fue
informada como: “benigna con material coloide”, “proliferacion folicular”,
“sospechosa de malignidad”, “atipias celulares” y “no diagndstico”. En el estudio

histolégico de los nodulos de tiroides diagnosticados mediante PAAF de
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“proliferacion folicular” se diagnosticaron ndédulos hiperplasicos-adenomatosos,
adenomas foliculares, carcinoma folicular y carcinoma papilar. Los resultados
de la Puncion Aspiracion con Aguja Fina (PAAF) reflejan los siguientes datos:
“‘benigno con material coloide” 26 pacientes (23.85%), sospechoso de
malignidad 35 pacientes (32.11%), “atipia celular” 7 pacientes (6.42%),
“proliferacion folicular” 37 pacientes (33.95%), “no diagndstico” 4 pacientes
(3.67%).

Proliferacion 37 33.95%
Folicular

Sospechoso de 35 32.11%
malignidad

Coloide Benigno 26 23.85%
Atipia Celular 7 6.42%
No Diagnostico 4 3.67%

Tabla 14. Distribucion de frecuencias en la PAAF preoperatoria.

5.- Técnica Quirurgica:

La tiroidectomia total fue la técnica mas comun realizada en 90 pacientes
(82.57%), la tiroidectomia casi total se practicé en 7 pacientes (6.42%). La
hemitiroidectomia se realiz6 en 12 pacientes (11.01%), de los cuales 4 fue del
|6bulo izquierdo (3.67%) y 8 en el I6bulo derecho (7.34%).
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Tiroidectomia Total 90 82.57%
Tiroidectomia “ Casi Total” 7 6.42%
Hemitiroidectomia dcha. 8 7.34%
Hemitiroidectomia Izqda 4 3.67%

Tabla 15. Distribucion de pacientes segun el tipo de cirugia realizada.

La técnica habitual fue la realizacion de la cirugia en 1 tiempo o acto quirurgico
91 pacientes (83.49%) mientras que la cirugia en 2 actos quirurgicos
represento el 16.51% (18 pacientes). En esta ultima 12 pacientes presentaron
carcinoma papilar (3 microcarcinomas), 3 carcinoma folicular y 3 la variante
folicular de carcinoma de células de Hurthle. Los carcinomas papilares fueron

bilaterales en 3 casos (2 multifocales y 1 bifocal).

1 tiempo 91 83.41%

2 tiempos 18 16.51%

Tabla 16. Distribucion de frecuencias y tiempos de cirugia

6.- Diagndstico anatomopatolégico:

El diagnéstico histoldégico de los ndédulos de tiroides extirpados mostré 91
pacientes (83.48%) de carcinoma papilar; en otros 11 pacientes (10.1%) se
obtuvo una histologia de Carcinoma Folicular y en 7 pacientes Carcinoma de
Células de Hurthle (6.42%).

La media de tamario tumoral fue 19,3(1-60) x 15,7(1-55) mm.
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Comparando estos datos con la PAAF preoperatoria, observamos que en las
PAAF diagnésticas de “proliferacion folicular” se diagnosticaron 25 carcinomas
papilares, 7 carcinomas foliculares y 5 carcinomas de células de Hurthle; En las
PAAF con “atipias celulares” se diagnosticaron 4 carcinomas papilares, 2
carcinomas foliculares y 1 carcinoma de células de Hurthle; En las PAAF con
“coloide benigno” se diagnosticaron 25 carcinomas papilares y 1 carcinoma
folicular, en la PAAF “sospechosas de malignidad” se diagnosticaron 35
pacientes con carcinoma papilar; entre las PAAF “no diagndsticas” se

diagnosticaron 2 carcinomas papilares, 1 carcinoma folicular y 1 carcinoma de

la variante folicular de células de Hurthle.

“Proliferacion 25 7 5
folicular”

“Atipia celular” 4 2 1
“Sospechoso de 35 - -
malignidad”

“Coloide 25 1 -
benigno”

“No 2 1 1
diagnostico”

TOTAL 91 11 7

Tabla 17. Comparativa de resultados histoldgicos con la PAAF preoperatoria.

Hubo invasion capsular en 16 pacientes (21.1%) y microinvasion en otros 10

(9.17%); el 69.72% de los pacientes (n=83), no tuvo invasion capsular.
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Si 16 14.68
No 83 76.15
Micro invasion 10 9.17

Tabla 18. Existencia de invasidn capsular

Resultados

El 90.83% de casos (99 pacientes) sufrieron invasién vascular, mientras que el

9.17% (10 pacientes) no la tuvo.

Si

10

No

99

90.83

Tabla 19. Existencia de invasion vascular

Al analizar el numero de pacientes que tenian ganglios linfaticos afectados y

etiquetarlos segun la clasificacion TNM, se obtuvo que los pacientes en los que

existia positividad de ganglios afectados fueron 26, de los cuales 25 eran de

manera ipsilateral (22.94%) y un caso bilateral (0.92%). Hubo 83 casos sin

afectacion de los ganglios, es decir, negativos (76.15%).

Los datos se exponen en la siguiente tabla:
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Negativo 83 76.15
Ipsilateral 25 22.94
Bilateral 1 0.92

Tabla 20. Existencia de Ganglios Linfaticos afectados

La mayoria de las mujeres del estudio pertenecian al estadio 1 con 47 casos
(43.12%), en el estadio 2 hubo 23 pacientes (21.10%), 20 en el estadio 3
(18.35%) y 6 en el estadio 4 (5.50%); con respecto a los varones, hubo 2 en el
estadio 1 (1.83%), 4 en el estadio 2 (3.67%), 5 en el estadio 3 (4.59%) y 2 en el
estadio 4 (1.83%).
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Figura 25. Diagrama sobre estadio respecto al sexo.
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La gran mayoria de pacientes (49) pertenecieron al estadio 1 alcanzando una
frecuencia del 44.95%; esta frecuencia disminuye a medida que aumenta el
estadio observandose 27 pacientes para el estadio 2 (24.77%), 25 para el
estadio 3 (22.94%) y so6lo 8 pacientes en el estadio 4 (7.34%).

M estadio 1

estadio 2|
M estadio 3
M estadio 4

Figura 26. Diagrama de distribucion de frecuencias segun el estadio.

En casi todos los pacientes en los diferentes estadios, la cirugia se realizé en 1
tiempo. Solo se realizé en 2 tiempos en 8 casos del estadio 1 (7.34%), 3 casos
del estadio 2 (2.75%), 5 casos del estadio 3(4.59%) y 2 casos del estadio 4
(1.83%).

La cirugia realizada mas frecuentemente en todos los estadios fue la
tiroidectomia total (TT), con 42 casos (38.53%) en el estadio 1, 20 casos en
estadio 2(18.35), 21 casos en estadio 3 (19.27%) y 7 casos en estadio 4
(6.42%). EI resto de cirugias realizadas (tiroidectomia casi total,
hemitiroidectomias derecha e izquierda) oscilaron en los diferentes estadios

entre los 0-4 casos.
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@1 tiempo
02 tiempos

Q-0 >SDOCSC O O=T

Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4
Tipo de Estadio

Figura 27. Diagrama de barras que representa el estadio y tiempos de realizacion de

cirugia.
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Tipo de Cirugia Realizada

Figura 28. Diagrama de barras que representa estadio y tipo de cirugia.
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El diagnéstico anatomopatologico mas frecuente en todos los estadios fue el
Carcinoma Papilar, con 45 pacientes en estadio 1 (41.29%), 23 pacientes en
estadio 2 (21.1%), 19 pacientes en estadio 3 (17.43%) y 4 pacientes en estadio
4 (3.67%). En el caso del Carcinoma Folicular hubo 2 pacientes para el estadio
1 y otros 2 para el estadio 2 (1.83% en cada estadio), 3 pacientes para el
estadio 3 (2.75%) y 4 pacientes para el estadio 4 (3.67%). Para el carcinoma
de células de Hurthle no se encontraron pacientes en estadio 4, pero si 2
pacientes en estadio 1 (1.83%), dos en estadio 2 (1.83%) y 3 pacientes en
estadio 3 (2.75%).
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Anatomia Patolégica

Figura 29. Diagrama de barras que representa el estadio respecto a la AP.

Solamente en el estadio 3 observamos la misma frecuencia de pacientes

(n=10) en la presencia de invasion capsular y sin ella (9.17%) y 5 pacientes de
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micro invasién (4.59%). En el resto de estadios, predomina la ausencia de
invasion capsular con un 36.7% en el estadio 1, un 20.18% en el estadio 2 y un
1.83% en el estadio 4.

1 0 47 0
2 4 22 3
3 10 10 5
4 2 4 2

Tabla 21. Estadio e invasion capsular.

La invasion vascular solo se observo en el estadio 4 con 8 casos (7.34%) y

otros 2 casos en el estadio 3 (1.83%).

1 0 49
2 0 27
3 2 23
4 8 0

Tabla 22. Estadio e invasion vascular
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B. ESTUDIO ESPECIFICO SOBRE 41 PACIENTES CON CARCINOMA
PAPILAR Y SU ESTUDIO GENETICO.

Al evaluar los datos referentes a los 41 pacientes en los que se realizo el
estudio genético, se obtuvieron 2 tipos de resultados: los referentes a la
primera parte del estudio, es decir, la parte descriptiva (sexo, edad, pruebas
funcionales, tipo de cirugia y sus tiempos, invasion capsular y vascular) y los

correspondientes al estudio genético.

1.- Analisis descriptivo:

La valoracion de los datos descriptivos de los 41 pacientes en los que se
realizd estudio genético, obtuvo los siguientes resultados:
La distribucién de frecuencias de los individuos segun la edad menor o mayor

de 45 anos es la siguiente:

51.22%

Tabla 23. Distribucion de edad en 41 pacientes.

En este estudio, la edad oscil6 entre los 23 y los 69 afos. La diferencia

respecto a la edad no fue significativa, ya que 20 pacientes (48.78%) eran
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menores de 45 afos y los otros 21 pacientes (51.22%) eran mayores de 45
afnos. Respeto al sexo de los pacientes: 35 eran mujeres (85.37%) y 6 eran
hombres (14.63%). De estos 41 pacientes, 36 eran normotiroideos (87.8%) y 5
hipertiroideos (12.2%).

HOMBRE 6 14.63%

MUJER 35 85.37%

Tabla 24. Distribucion de sexo en 41 pacientes con estudio genético

El tipo de cirugia que se ha realizado se detalla en la siguiente tabla,
observandose que la mayoria de pacientes, un 80.48% (n=33) fue sometido a
tiroidectomia total. Los otros tres tipos de cirugia se realizaron en un numero de
pacientes similar, lo que refleja un 7.32% de tiroidectomia “casi total”’, un 9.76%

de hemitiroidectomia derecha y un 2.44% de hemitiroidectomia izquierda.

Tiroidectomia Total 33 80.48%
Tiroidectomia “ Casi Total” 3 7.32%
Hemitiroidectomia derecha. 4 9.76%
Hemitiroidectomia lzquierda 1 2.44%

Tabla 25. Tipo de cirugia en los 41 pacientes del estudio genético
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De estas intervenciones quirurgicas 38 se realizaron en 1 sélo acto quirurgico

(92.68%) y 3 tuvieron que someterse a una segunda intervencion (7.32%).

Hubo invasién capsular en 11 pacientes (26.83%), de los cuales 3 eran
microinvasores; Hubo 4 casos con invasion vascular que conforman el 9.76%,
siendo el 90.24 % restante (37 pacientes) libre de invasion vascular.

La afectacion ganglionar solo se observé en 6 casos de los 41 carcinomas

papilares, como se detalla en la siguiente tabla:

NO 35 85.37%

SI 6 14.63%

Tabla 26. Afectacidon ganglionar en 41 pacientes
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2.- Andlisis genético:

Inicialmente, se utilizé la pirosecuenciacion para el genotipado y la
cuantificacion de las frecuencias de los alelos en todos los SNPs en 178
controles aleatorios de la poblacion en general. Todos los marcadores exhiben
un alto grado de heterocigosidad en la poblacién control (media de
heterocigosidad de 0,50). Esto confirmd la informatividad de la region antes de
proceder al analisis de LOH. Para obtener los mejores resultados en la
medicion de la cuantificacion alélica, es obligatoria una amplificacion robusta.
Idealmente, la sefal de un solo pico debe ser de al menos 20 unidades

relativas de luminiscencia (RLU).

Si bien es posible genotipar SNP con menores sefiales, se determiné que
la cuantificacion alélica es menos flexible para este parametro. El uso de los
datos con menor intensidad de la senal se traducird en un aumento de
variacion de frecuencia muestra a muestra, asi como un aumento de la
influencia del ruido sobre la cuantificacion. Por lo tanto, s6lo las muestras con
un maximo nivel de sefial superior a 20 RLU se computaron. Los patrones de
pirosecuenciacion se utilizaron como referencia para la exacta estimacion de

las frecuencias alélicas de muestras periféricas de ADN gendmico.

Entre los individuos heterocigotos para cada polimorfismo (n>50 para
cada caso), se calculé la cantidad media de alelo de cada uno. Como se
muestra en la Tabla 27, las muestras de alelos heterocigotos mostraron un
promedio que va desde 43,3% a 56,8% para los alelos de menor frecuencia. La
desviacion tipica oscilé entre el 1,8% y 4,5%. Estos resultados nos permiten
definir el rango de frecuencia de oscilacion para muestras heterocigotas en
cada marcador, la definicién de la gama de riesgos atribuibles a amplificacién

preferentemente alélica o no especificos de la sefial para cada marcador.
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Gen Polimorfismo Homocigoto Heterocigoto Homocigoto Heterocigosidad

(n=11) (n=12) (n=22)

Alelo 1 Alelo 1 Alelo 2
EMSY rs4300410 84.112.6 43.4+1.8 97.311.3 0.52
rs2508760 100.0£0.0 47.0+£2.9 96.3x1.5 0.52
rs2251075 87.1+£3.1 55.2+4.5 100.0£0.0 0.52
rs11237076 93.41£1.6 47.2+4 .4 94.4+2.2 0.51
rs4259851 96.8+0.9 48.8+2.2 97.410.8 0.57
rs4945140 99.8+0.5 56.8+2.5 90.2+1.7 0.37
rs2729762 98.4+0.6 43.3+1.8 96.3+1.2 0.54
PAK{1  rs2844336 98.6+0.6 50.0+2.8 93.8+2.1 0.52
rs538670 96.1+0.8 51.8+2.1 95.110.4 0.47

Tabla 27. Media de cuantificacién alélica en muestras de sangre periférica.

Para evaluar la linealidad, exactitud y fiabilidad de la reaccién de
pirosecuenciacion, se seleccionaron tres SNP, uno de cada gen. Amplificamos
el ADN de ambos tipos de muestra salvaje y mutante en individuos
homocigotos (n=10) y mezclado en distintas proporciones para cada alelo
(100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40 y 50:50). EI ADN fue sometido a
genotipificacion y  cuantificacion  alélica mediante pirosecuenciacion
convencional. La primera extension permiti® medir los incrementos
relativamente bajos de un alelo, ya que incluso los de muy pequefo porcentaje
(10%) de un determinado alelo podria detectarse de manera fiable de acuerdo

al pirograma.
Para un mejor conocimiento, este es el primer analisis detallado de la regidn
que comprende el 1 Mb entre EMSY y PAK1 en PTC. Con estos experimentos,

se pretende determinar si las muestras tumorales muestran LOH o no.

Caracterizacion de los bloques de desequilibrio de unién a lo largo de la reqgiéon
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Las frecuencias de genotipo observadas durante este estudio se
encontraban en conformidad con el equilibrio de Hardy-Weinberg. Para analizar
el grado en que estos polimorfismos estan en LD (linkage disequilibrium=
desequilibrio de union), se realizaron pares de analisis normalizados de LD (D
"). El gen EMSY consistié en un unico bloque de LD, ya que los 3 polimorfismos
seleccionados estaban en LD completo (p <0,0001). Resultados idénticos se
obtuvieron para PAK1. La matriz pareada LD mostré que 2 de los principales
bloques LD estaban presentes en genes CAPNS5 (datos no mostrados). El
primer bloque LD incluye rs11237076, y el segundo bloque LD incluye tanto
rs4259851 y rs4945146 (Fig. 2, en rojo). Los dos bloques de alto desequilibrio
de unién con el gen CAPNS se intercalan con la presencia de un hot
spot/"punto caliente” o una region de recombinacion frecuente dentro de este

gen.

Busqueda de desequilibrio alélico en la reqion 11q913-q14

La tecnologia de Pirosecuenciacion permite la cuantificacion de la
intensidad atribuida a cada alelo. Basandose en las sefiales producidas por los
dos alelos, se establece si una determinada muestra es homocigota o
heterocigota para cada polimorfismo. Se analizan la media de cada alelo en
muestras heterocigotica y homocigotica, comparando la cuantificacion de
muestras control de los tejidos con muestras de tejidos tumorales para
determinar si hay diferencias estadisticamente significativas entre ellos. La
intensidad media de los alelos fue casi un 50% en las muestras heterocigotos
y la intensidad media de alelos fue cercana al 100% en muestras de
homocigotos. Cuando la diferencia es superior a 50 + 5% (rs2508760 tiene un
promedio de 62,4 para el alelo tipo silvestre y el 37,6 para el alelo mutante) se

considera que una amplificacién alélica especifica se ha producido.

Se analizan los SNP seleccionados en 41 muestras en pacientes con
PTC y sus correspondientes muestras no tumorales. En el estudio de
desequilibrio alélico, se considera un caso informativo para un marcador

cuando su ADN gendmico correspondiente (no tumoral) es heterocigoto.
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Por lo tanto, 31 muestras normales (75,6%) son heterocigotas para al menos
un polimorfismo del gen EMSY, 80,5% de las muestras normales son

informativos para el gen CAPNS y el 68,3% son informativo para el gen PAK1.

En todos los casos informativos, el tumor exhibe en las muestras,
patrones indistinguibles de los de las muestras del tejido sano, lo que concluye
que no se ha producido desequilibrio alélico en ningun espécimen estudiado.
Por lo tanto, hay una ausencia total de desequilibrio alélico en los loci de los
genes EMSY, CAPN5, y en PAK1 para la serie de casos de PTC (que se

resumen en la Tabla 28).

GEN MARCADOR ALELO ALELO ALELO ALELO ALELO ALELO
CONTROL | TUMORA | CONTROL | CONTROL | TUMORAL | TUMORAL
SALVAJE MUTADO | SALVAJE MUTADO SALVAJE MUTADO
HETEROCI [ HETERO | HOMOCIG HOMOCIG HOMOCIG HOMOCIG

GOTO CIGOTO
EMSY rs4300410 45.5+3.5 46.3+3.7 | 89.3+3.7 9542 89.0+4.0 94.0+3
rs2508760 62.4+2.7 61.3+1.7 | 100 89.7+3.7 100 90.0+4.4

rs2251075 51.3+3.6 50.0+¢4.0 | 92.4+2.7 98.0+1.9 95.0+2.0 95.7+4 1

CAPNS5 | rs11237076 | 46.6%5.0 47.5%4.9 | 91.3£2.6 92.8+2.9 91.0£3.2 93.5+2.9
rs4259851 53.7+2.5 53.2+3.9 | 96.1x0.7 96.5+1.3 95.6+1.1 97.7¥1.3
rs4945146 49.8+3.4 50.9+3.7 [ 96.6+3.4 96.3+1.1 97+3.0 96.5+1.3

PAKA1 rs2729762 56.5+2.1 54.7+2.2 | 96.0+2.8 96.7+0.9 96.3+2.1 96+1.4
rs2844336 51.5+1.8 52.3x1.9 | 96.8+1.4 90.7+1.8 97.1+1.3 91.6+0.8
rs538670 52.7+2.4 51.9+¢4.1 | 94.6%£1.9 96.0+1.4 95.9+1.8 94.6+0.4

Tabla 28- Comparacion de Media de intensidades alélicas entre control y tejido tumoral.

Comparacion de haplotipo caso-control

El genotipado de los 9 polimorfismos utilizando ADN germinal de
pacientes de PTC también brindé la oportunidad de investigar, aunque en un
numero relativamente pequeno de casos, los posibles efectos de los
polimorfismos en los genes EMSY, PAK1 y CAPN5 sobre el riesgo de padecer
PTC.

Por lo tanto, tratamos de investigar la frecuencia alélica, distribucion
genotipica y haplotipica de 9 polimorfismos simples de nucledtido en 41

pacientes con PTC comparandolo con 178 pacientes controles sanos. La
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frecuencia de alelo comun en la poblacién oscilé entre 0,53 y 0,69. En conjunto
la frecuencia de los alelos y el genotipo no fueron significativamente diferentes
entre casos y controles, no hay indicios de que estos polimorfismos influyan en

el riesgo de padecer cancer de tiroides en nuestra poblacién.

Por ultimo, se realizé el analisis basado en haplotipo utilizando diferentes
software. En nuestra serie, los 3 marcadores EMSY generaron 3 haplotipos
unicos con frecuencias que van de 13,9% a 43,8%. Los 3 polimorfismos
CAPNS originaron 6 haplotipos comunes (frecuencias de 8,9% a 33,2%) y las
combinaciones de los 3 polimorfismos de PAK1 originaron 4 haplotipos

comunes (frecuencias de 1,2% a 38,1%). (Tabla 29).

Para simplificar, los alelos de tipo salvaje estan representados como "1",
mientras que los alelos mutantes son representados como "2". Los haplotipos
con una prevalencia inferior al 5% fueron excluidos del estudio, con el fin de

minimizar el poder de la pérdida.

Curiosamente, hemos observado diferencias en la distribucion del
haplotipo EMSY de los pacientes con PTC en comparaciéon con la poblacién
general. El efecto global del haplotipo no fue estadisticamente significativo para
el cancer papilar de tiroides, aunque se observd una tendencia a la asociacion
(p = 0,07). No hay asociaciones globales importantes entre los genes

analizados (p = 0,77 para gen CAPN5 y p = 0,84 para gen PAK1).

Ademas, en el andlisis de haplotipo encontramos que el haplotipo EMSY
111 estaba sobre representado en los casos de PTC en comparacion con los
controles, lo que podia conferir cierta predisposicion genética a PTC (p = 0,02,
odds ratio = 2,00).

Estos resultados han sido confirmados con la realizacion de un test de
asociacion haplotipica basado en un modelo de regresion (p = 0,08) y el valor
de p empirico especifico para el haplotipo 111 después de las permutaciones
de la prueba fue aun mas baja (p = 0,01). Cuando las frecuencias de los

haplotipos CAPN5 y PAK1 han sido comparadas con casos y controles, no ha
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habido diferencias estadisticas. Sin embargo, dado el pequefio tamafio de la
muestra, un aumento de la misma en futuros estudios de PTC sera necesario

para poder verificar estos resultados preliminares.

Controles PTC Pacientes Andlisis
Gen Haplotipo |(n=178) (n=41) Estadistico
Cromosomas |% Cromosomas |% P OR
111 47 13.9 20 24.410.02* 2.00
112 143 42.3 29 354 |- -
EMSY 221 148 43.8 33 40.2]- :
Efecto haplotipico global  *=5.32 d.f.=2 0.07*
111 118 33.2 22 27.2 |- -
121 32 8.9 11 13.8|0.1 1.61
122 54 15.2 11 14.0 |- -
CAPN5 211 76 21.3 17 21.6|- -
221 35 9.9 8 10.0| - -
222 41 11.5 11 13.4 |- -
Efecto haplotipico global  x*=2.51 d.f.=5 0.77
111 103 29.1 26 31.7 |- -
112 107 30.2 26 31.7 |- -
PAK1 121 9 2.6 1 1.2 |- -
221 135 38.1 29 354 |- -
Efecto haplotipico global X2=0.85 d.f.=3 0.84

Tabla 29.- Comparacién de la frecuencia de los haplotipos de los genes EMSY, CAPN5 y
PAK1 entre pacientes con cancer papilar de tiroides y poblacién general espafiola.

*

p: efecto del haplotipo usando Thesias Software
** p efecto haplotipico global usando Whap software
- No significativo

La descripcidén de los pacientes refleja que solo existe un individuo con

estadio 4. La distribucion de frecuencias de los individuos segun estadio es:

Porcentaje
Frecuencia (%)
21 51.22
13 31.71
6 14.63
1 2.44

Tabla 30. Frecuencia de estadios en los 41 pacientes

146



Resultados

La mayoria de casos pertenecen al estadio 1 con un 51.22%, el resto de
estadios tienen un 31.71% en el estadio 2 y los estadios menos frecuentes con
el 3yel4conun 14.63% y 2.44% respectivamente.

La distribucién de frecuencias de los individuos segun el polimorfismo al que

pertenecen y su genotipo se detalla en las siguientes tablas:

Para el polimorfismo del GEN EMSY y sus 3 variantes:

29.27%

25 60.98%
4 9.76%

Tabla 31a

29.27%

25 60.98%
4 9.76%

Tabla 31b

Tabla 31c
Tabla 31. Genotipos de los 3 polimorfismos del gen EMSY;a) genotipo del polimorfi
SmMoEMSYil17CG; b) genotipo del polimorfismo EMSYi860AC; c) genotipo del
polimorfismo EMSY17CG_A.

Para el polimorfismo EMSYi17CG el genotipo mas frecuente era el CT y
después el CC, solo hubo 4 casos (9.76%) con genotipo TT. El genotipo AC fue
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el mas abundante en el polimorfismo de EMSY i860AC con 25 casos (60.98%).
En el caso del polimorfismo de EMSY 17CG_A, el genotipo mas frecuente fue
el CG con 19 casos, seguido del CC con 17 casos. Sélo hubo 5 pacientes con

genotipo GG.

Para el polimorfismo del GEN CAPNS y sus 3 variantes

Frecuencia Porcentaje

12 30.00%

20 50.00%

8 20.00%
Tabla 32a

Frecuencia |Porcentaje

12 29.27%

17 41.46%

12 29.27%
Tabla 32b

Frecuencia |Porcentaje

6 14.63%

10 24.39%

25 60.98%

Tabla 32c

Tabla 32. Genotipos de los 3 polimorfismos del gen CAPN5; a) genotipo del polimorfismo
CAPN5UT4; b) genotipo del polimorfismo CAPN5I10; c¢) genotipo del polimorfismo
CAPNS5I12.

No tuvo ninguna relevancia clinica u otra significacion el tipo de genotipo ni su

frecuencia dentro del polimorfismo para el gen CAPNS.
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Para el polimorfismo del GEN PAK1 y sus 3 variantes:

PAK162CT |Frecuencia |Porcentaje
cC 4 9.76%

CT 21 51.22%
TT 16 39.02%
Tabla 33a

PAK136AG Frecuencia |Porcentaje
AA 16 39.02%
AG 20 48.78%
GG 5 12.20%
Tabla 33b

PAK170CT Frecuencia Porcentaje
cC 18 43.90%
CT 20 48.78%
TT 3 7.32%
Tabla 33c

Resultados

Tabla 33. Genotipos de los 3 polimorfimos del gen PAK1; a) genotipo del polimofismo
PAK162CT; b) genotipo del polimorfismo PAK136AG; c) genotipo del polimorfismo
PAK170CT.

Para el gen PAK, los diferentes polimorfismos y sus correspondientes
(CT, AG y CT para

respectivamente) no fue de importancia respecto al estudio.

genotipos mas habituales los 3 polimorfismos
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La distribucion de los genes condicionado a la evolucién del estadio y su

estudio bivariable es reflejado en la siguiente tabla:

ESTADIO
N=41 1 i 3-4 p-
n=21 (%) n=13 (%) n=7 (%) value

EMSYil7CG CC 5(23.81) 5(38.46) 2(28.57) 0.8297

CT 13(61.90) 7(53.85) 5(71.43)

TT 3(14.29) 1(7.69) 0(0.00)
EMSYi860AC AA 5(23.81) 5(38.46) 2(28.57) 0.8297

AC 13(61.90) 7(53.85) 5(71.43)

CC 3(14.29) 1(7.69) 0(0.00)
EMSYil7CG_A | 1CC 9(42.86) 5(38.46) 3(42.86) 0.2458

1CG 11(52.38) 4(30.77) 4(57.14)

1GG 1(4.76) 4(30.77) 0(0.00)

CC 5(25.00) 6(46.15) 1(14.29) 0.1040

CT 11(55.00) 3(23.08) 6(85.71)

TT 4(20.00) 4(30.77) 0(0.00)

CC 6(28.57) 5(38.46) 1(14.29) 0.4973

TC 7(33.33) 5(38.46) 5(71.43)

TT 8(38.10) 3(23.08) 1(14.29)

CC 4(19.05) 2(15.38) 0(0.00) 0.1851

TC 5(23.81) 1(7.69) 4(57.14)

TT 12(57.14) 10(76.92) 3(42.86)
PAK162CT CC 0(0.00) 2(15.38) 2(28.57) 0.0819

CT 14(66.67) 5(38.46) 2(28.57)

TT 7(33.33) 6(46.15) 3(42.86)
PAK136AG AA 7(33.33) 6(46.15) 3(42.86) 0.3189

AG 13(61.90) 5(38.46) 2(28.57)

GG 1(4.76) 2(15.38) 2(28.57)
PAK170CT CC 8(38.10) 5(38.46) 5(71.43) 0.6252

CT 11(52.38) 7(53.85) 2(28.57)

TT 2(9.52) 1(7.69) 0(0.00)
EDAD Mayor de | 7(33.33) 9(69.23) 5(71.43) 0.0584

45 afos

Tabla 34. Distribucion de genes segun estadio.

Debido a que no podemos rechazar la hipotesis nula de independencia

entre el estadio y los genes, p-valor mayor de 0.05, es interesante estudiar de

forma exploratoria la atraccion y repulsion entre genes y estadios. Para ello
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utilizamos el analisis de correspondencias simple y multiple con el que

describiremos esta asociacion no estadisticamente significativa e indicaremos

relaciones que podrian ser los nuevos caminos para futuros estudios.

1-

Detallamos los conceptos claves en el analisis de correspondencia:

Diremos que existe atraccion entre dos categorias cuando la asociacion
es favorable entre ellas, es decir, el porcentaje de un suceso A
condicionado a otro suceso B, probabilidad condicionada, es mayor que
el porcentaje de ese suceso A, probabilidad marginal. Expresado de otra

manera el porcentaje condicionado es mayor que el porcentaje medio.

Definiremos repulsién entre dos categorias cuando la asociacién sea
desfavorable entre ellas, es decir, el porcentaje de un suceso A
condicionado a otro suceso B, probabilidad condicionada, es menor que

el porcentaje de ese suceso A, probabilidad marginal.

Dimension: Ejes artificiales que reflejan las asociaciones entre
categorias. El numero de dimensiones totales explica la totalidad de los

datos.

Inercia es por definicion una medida de distancia. Una mayor inercia
implica una mayor variabilidad en nuestros datos. En el analisis de
correspondencia se trabaja con la proporcién de inercia explicada por las
dimensiones, esta proporcidn indica cuanto explica la dimension del
conjunto de los datos. Cuantifica la acentuacion de la relacion entre

categorias.

Graficos: Proyeccion de las categorias en las dimensiones. Aquellos

puntos con posiciones menos alejadas indican una mayor atraccion.
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Analisis de correspondencia variable EMSY.

1- Analisis de correspondencia simple entre gen EMSYil7CG vy
estadio.

No se detecta asociacion estadisticamente significativa entre el gen
EMSYi17CG y estadio, las categorias del estadio son 1, 2 y agrupados 3 y 4,
con p-valor 0.8297. El estudio de la tabla 34 permite la elaboracién vy
descripcion de la relacion entre categorias, el analisis de correspondencia
establece esas relaciones de forma exploratoria. Analizando los datos podemos
concluir que necesitamos dos dimensiones para explicar la tabla de
contingencia, debido a que la dimension 1 explica el 69.9% y la dimension 2 el
30.1% de la inercia. La dimension 1 explica la relacion de atraccion entre el gen
TT y el estadio 1 y la repulsién entre ese gen y los estadios 2, 3 y 4. La
dimension 2 expresa la relacidon entre el gen CC y el estadio 2, por otro lado, la
relacion entre el estadio 3 y 4 y el gen CT. Graficamente podemos estudiar

estos fendmenos a través de la figura 31.
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Dimension 1 (69.98%)
Figura 30. Correspondencia entre el gen EMSYi1l7CG y los 4 estadios.
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2- Analisis de correspondencia simple gen EMSYi1l7CG_A y estadio.

La asociacion estadistica entre gen EMSYi17CG_A y estadio no resulto
significativa, con p-valor igual a 0.2458. El analisis de correspondencia simple
refleja que una sola dimension explica el 99.9% de la inercia. De forma
exploratoria tenemos que, gen 1CG y 1CC esta asociado con el estadio 1, 3y
4, y a su vez estos estadios se repelen con la categoria del gen 1GG. El

estadio 2 es atraido por el gen 1GG y repelido por los genes 1CG y 1CC.
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Dimension 1 (99.98%)

Figura 31. Correspondencia entre polimorfismo EMSYi1l7CG_A y estadios

3- Andlisis de correspondencia multiple gen EMSY.

El analisis de correspondencia multiples muestra para el gen EMSY nos fuerza
a estudiar gran parte de las dimensiones debido a la ausencia de dependencia
entre las variables, mostrado por la inercia que queda explicada por cada una
de las dimensiones. Indicamos que la imagen global de la relacién es marcada

por la primera dimension con un 29.83% de la variabilidad explicada, y que las
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demas explican aspectos de relaciones particulares. Explorando las dos
primeras dimensiones encontramos que explican el 50% de la inercia,
detallando que la primera dimension nos muestra una diferenciacion entre el
estadio 2 y el resto de estadios. También aparece reflejada la atraccion entre el
estadio 2 y los genes CC y 1GG, marcando la repulsion entre estos genes y el
resto de estadios. La dimensién 2 que explica el 23.32% de la variabilidad
muestra la atraccion entre estadio 3y 4 y el gen 1CG, y la repulsion del estadio

3y 4 frente al gen TT. La representacion grafica aparece reflejada en la figura
33.
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Dimension 1 (29.83%)
Figura 32. Correspondencia del los polimorfismos del gen EMSY y los estadios

Analisis de correspondencia variable CAPNS5.

1- Analisis de correspondencia simple entre gen CAPN5UT4 vy
estadio.

No podemos rechazar con los datos obtenidos en la tabla 34 la hipétesis nula
de independencia entre el gen CAPN5UT4 y los estadios, p-valor igual a

0.1024. El analisis de correspondencia simple muestra que con una sola
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dimension queda explicada practicamente la totalidad de la inercia (97.58%).
La dimension 1 muestra la atraccidon entre estadio 2 y gen 4CC y 4TT. La
repulsion entre estadio 2 y gen 4CT. También, la relacion favorable entre los

estadios 3y 4 y el gen 4CT, y por otro lado, la relacion desfavorable entre los
estadios 3y 4 ylos genes 4CC y 4TT.

| | | |
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Dimension 1 (97.58%)

Figura 33. Analisis de correspondencia entre el polimorfismo CAPN5UT4 y los estadios.

2- Analisis de correspondencia simple entre gen CAPN5I10 y estadio.

El estudio de la tabla de contingencia y el test estadistico de la chi-
cuadrado nos lleva a no poder rechazar la hipotesis nula de independencia con
p-valor igual a 0.4973. El analisis de correspondencia simple explora las
posibles asociaciones. De esta manera, queda expresado la relacion entre el
estadio 1 y el gen OTT, la atraccién entre el gen OTC y los estadios 3 y 4.
Ademas la asociacion favorable entre el estadio 2 y el gen CC y la asociacion
desfavorable entre el estadio 2 y los genes OTC.
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Dimension 2 (20.19%)
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Dimension 1 (79.81%)

Figura 34. Analisis de correspondencia entre CAPN5i10 y estadios

Resultados

3- Anadlisis de correspondencia simple entre gen CAPN5I12 y estadio.

El no rechazo de la hipotesis nula de independencia nos conduce a

emplear el anadlisis de correspondencia de manera exploratoria. En este

analisis encontramos que la dimensién primera explica el 90.73% de la inercia,

quedando en la dimension 2 el resto. La dimension primera muestra la

separacion entre estadio 2 y los estadios 3 y 4. Asociando de manera favorable

la relacidn entre los estadios 3 y 4 y el gen 2TC, por otro lado la atraccion entre

el estadio 2 y el gen 2TT. La dimension 2 explica la atraccion entre estadio 1y

gen 2CC y la repulsién entre este estadio y el gen 2TT.
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Figura 35. Analisis de correspondencia entre CAPN5i12 y estadio.

4- Anadlisis de correspondencia multiples entre gen CAPN5 y estadio.

Encontramos la necesidad de estudiar un amplio rango de dimensiones para
explicar las asociaciones. Si decidimos seleccionar sélo las tres dimensiones
encontramos que el 60.81% de la inercia es explicada por ellas y encontramos
que a partir de la tercera dimension se comienza a detallar atracciones
particulares. Comentando lo percibido en las dos primeras encontramos que los
estadios 3 y 4 estan asociados positivamente con los genes 2TC y 0TC y
negativamente con los genes 2CC, 0CC, 4CC, 2TT, OTT y 4TT. Por otro lado
encontramos que el estadio 2 tiene atraccion con los genes 4CC, 2TT, OTT y
4TT. Detallamos que el estadio 1 es similar al comportamiento medio sin

diferenciar por genes, posicionamientos centrales en los graficos de
dimensiones.
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Figura 36. Correspondencia multiple entre los 3 polimorfismos del gen CAPN5 y los
estadios en dimensiones 1y 2.
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Figura 37. Correspondencia multiple del gen CAPN5 y los estadios en las dimensiones 1
y 3.
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Analisis de correspondencia variable PAK.

1- Analisis de correspondencia simples entre gen PAK162CT vy
estadio.

Estudiando la tabla de contingencia encontramos que no existe relacion
entre la variable estadio y el gen PAK162CT, con p-valor igual a 0.0819. La
exploracion de los datos a través del analisis de correspondencia nos indica,
que una sola dimension captura practicamente toda la inercia, 97.89%. Las
dimensiones nos informan de la atraccion entre los estadios 2, 3 y 4 con el gen
6CC, por otro lado, la asociacién favorable del estadio 1 por el gen 6CT y, por
ultimo, la relacion positiva entre estadio 2 y gen 6TT. La primera dimensién
también explica la repulsién entre estadio 2, 3 y 4 y gen 6CT, y ademas la
repulsion entre estadio 1y gen 6CC.

| | | |
05 - +
X
a
ph *3-4  * p6CC
S 00 +£ X 60T P
% peIT * *2
£
)
—-05 -+ +
| | | |
~05 0.0 05 10 15

Dimension 1 (97.89%)

Figura 38. Correspondencia entre el polimorfismo PAK162CT y los estadios.
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2- Analisis de correspondencia simples entre gen PAK136AG vy
estadio.

El estudio de la tabla de contingencia a través del test de la chi-cuadrado
nos lleva a no poder rechazar la hipétesis de independencia entre el gen
PAK136AG y los estadios con p-valor igual a 0.3189. A través del analisis de
correspondencia observamos que los estadios 3 y 4 estan asociados
favorablemente con el gen 3GG y desfavorablemente con los genes 3AG y
3AA. Ademas, podemos observar que el estadio 2 tiene un comportamiento
similar a los estadios 3 y 4, excepto que ese estadio esta atraido por el gen
3AA ademas de atraerse por el gen 3GG. Por ultimo, el estadio 1 es atraido por

el gen 3AG vy repelido por el gen 3GG. Podemos observar estos
comportamientos en la figura 40.
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Figura 39. Correspondencia entre el polimorfismo PAK136AG y los estadios.

3- Andlisis de correspondencia simples entre gen PAK170CT vy
estadio.

Nuevamente, no podemos rechazar la hipétesis nula de independencia

con p-valor igual 0.6252. Las dimensiones del analisis de correspondencia nos

160



Resultados

informan de la asociacion existente entre los estadios 3 y 4y el gen 7CC y la
repulsion de estos estadios con los genes 7TT y 7CT. En cambio, los estadios
1y 2 si estan relacionados con los genes 7TT y 7CT, y repelidos por el gen
7CC.
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Figura 40. Correspondencia entre el polimorfismo PAK170CT y los 4 estadios

4- Andlisis de correspondencia multiples entre gen PAK y estadio.

El anadlisis de correspondencia multiples muestra para el gen PAK nos
fuerza a estudiar gran parte de las dimensiones debido a la ausencia de
dependencia entre las variables, mostrado por la inercia que queda explicada
por cada una de las dimensiones. Necesitamos de cuatro dimensiones para
explicar algo mas del 80%. Aun asi, podemos observar como los estadios 2, 3
y 4 son atraidos, en lineas generales, por los genes homocigéticos y el estadio
1, en cambio, es atraido por los genes heterocigoticos. Dentro de la atraccion
homocigotica y los estadios, existe una separacion marcada entre el estadio 2 y
los estadios 3 y 4. Cada uno de estos estadios conforma unos grupos de genes
homocigoticos. Estadio 2 atraido por los genes 7TT, 3AA y 6TT, mientras que

los estadios 3 y 4 son atraidos por los genes 7CC, 3GG y 6CC.
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Figura 41. Correspondencia multiple entre el gen PAK y los estadios en las dimensiones
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Figura 42. Correspondencia multiple entre el gen PAK y los estadios en las dimensiones
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Conclusion de larelacién gen y estadio

En conclusion, podemos decir que el rasgo principal de nuestros datos es la
falta de asociacion entre gen y estadio. Esta conclusién es reflejada tanto en el
estudio bivariable de las tablas de contingencia a través del p-valor como en el
analisis de correspondencia, en cuanto a la cantidad de inercia que es
explicada por cada dimensién vy la cantidad de dimensiones que debemos
estudiar para explicar los comportamientos subyacentes entre las categorias.
No obstante, la falta de asociacion estadistica en nuestros datos no imposibilita
que existan preferencias entre la agrupacion estadio-gen. Pretendemos, por
tanto, extraer informacion de nuestros datos para sefalar posibles atracciones
y repulsiones entre categorias, para indicar futuros caminos de estudio. Las
relaciones mas relevantes a la vista de los datos son:

Gen EMSY:

- El estadio 2 es diferente al resto de los estadios debido a que presenta

una relacion favorable con los genes homocigoéticos CC y GG.

- Elestadio 1 atrae al gen TT, mientras que los estadios 3 y 4 lo repelen.

Segun estos datos podriamos concluir que si aparece CC o GG es mas
probable que se relacione con pacientes en estadio 2. En el estadio 1, 3
y 4 la presencia de estos polimorfismos es similar excepto si aparece el

polimorfismo TT que es atraido por el estadio 1.

Gen CAPNS5:

- Conocido el estadio 1 se comporta de manera similar a lo poblacién
general respecto al gen CAPN5. CAPN5 no aporta informaciéon al

estadio 1.

- El estadio 2 suele ser atraido por la mayoria de los genes

homocigaticos.
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- Los estadios 3 y 4 se encuentran atraidos por los genes heterocigoticos

y repelidos por los homocigaoticos.

Gen PAK1:
- El estadio 1 es atraido por los genes heterocigoticos.
- Los estadios 2, 3 y 4 son atraidos por genes homocigéticos,
separandose el estadio 2 de los estadios 3 y 4 segun unos determinados

genes. Estadio 2 es atraido por los genes homocigoticos TT, AA 'y CC.

Los estadios 3 y 4 son atraidos por los genes GG y CC.
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DISCUSION
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El cancer de la glandula tiroides es el tumor endocrino mas frecuente
representando mas del 90% de los canceres endocrinos descritos en la
literatura segun estudios publicados previamente (Mc Conahey WV, 1986). Se
puede diagnosticar a muy diferentes edades, aunque es mas habitual que su
diagndstico se realice a partir de los 30 anos (Kebebew, 2000), lo cual
concuerda con los datos obtenidos de los pacientes de este estudio, cuyas
edades estaban comprendidas entre 19-78 afos (edad media 46,8 afos). Lo
mismo sucede respecto al sexo de los pacientes, observandose en nuestra
serie 96 mujeres (88%) y 13 hombres (12%), datos concordantes con multiples
estudios previos donde se ha observado que el carcinoma de tiroides es mas

frecuente en el sexo femenino (Correa P. 1995).

La puncion aspiracion con aguja fina (PAAF) de nddulos tiroideos ha
ganado una amplia aceptacion como valioso método para distinguir los nédulos
con citologia sospechosa de neoformacion maligna, y, por lo tanto, identificar
pacientes que puedan requerir cirugia preferente respecto a otros que la

citologia obtiene “material coloide”.

En nuestro estudio los resultados obtenidos en la punciéon por PAAF
ofrece diagndsticos de: “coloide benigno”, “atipia celular”, “variante de

proliferacion folicular”, “sospecha de malignidad” y “no diagnéstica”, que sigue

las orientaciones publicadas por otros autores (Baloch ZW, 2008).

El 72.5% (n=79) de los pacientes con cancer tiroideo mostré una citologia
sugerente de malignidad, de los cuales el 33.9% (37/109) fue la “proliferacion
folicular”, el 32,1% (35/109) fue “sospechoso de malignidad”, el 6.4% (7/109)
fue “atipias celulares”, el 23.8% (26/109) fue “coloide benigno” y el 3.67%
(4/109) fue “no diagndstico”. Este estudio también plantea importantes
cuestiones relativas a la clasificaciéon actual de la PAAF de tiroides. El
diagnostico mediante PAAF proliferacion folicular puede incluir tanto
carcinomas papilares como foliculares, como variante folicular de células de
Huarthle, por lo tanto, se debe intentar separar estos pacientes con

caracteristicas citoldégicas sospechosas, del carcinoma papilar. Por esta razén,
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seria deseable obtener mas diagndsticos citolégicos con “sospecha de
carcinoma papilar’ ya que estos pacientes requeriran un tratamiento quirurgico
diferente, en comparacion con otros pacientes con el diagndstico de

proliferacion folicular.

Asi, el diagndstico histologico de los nodulos de tiroides extirpados que
tenian PAAF con sospecha de neoplasia folicular incluye nddulos
hiperplasicos/adenomatosos, adenoma folicular, carcinoma folicular, carcinoma
papilar y variante folicular de carcinoma papilar. Ya se ha documentado la
dificultad en el diagndstico histolégico de la variante folicular de carcinoma
papilar de tiroides, debido a la inclusion de otras caracteristicas diagnosticas
tanto benignas como malignas (Mazzaferri, 1993). En esta categoria se
incluyen la presencia de abundante coloide acuoso y la escasez de
caracteristicas nucleares de carcinoma papilar (alargamiento nuclear,
elongacién nuclear central, aclaramiento de la cromatina, y rarezas de las
inclusiones nucleares) (Kung IT, 1990). Algunos casos de la variante folicular
de carcinoma papilar de tiroides muestran una distribucion multifocal mas que
difusa de las caracteristicas nucleares de carcinoma papilar pudiendo semejar

enfermedad hiperplasica benigna o adenoma folicular (Mazzaferri EL, 1993).

Para este estudio, algunos de los pacientes con las caracteristicas
citolégicas mencionadas anteriomente se han etiquetados como “proliferaciéon
folicular con caracteristicas sospechosas de malignidad del carcinoma papilar
de tiroides”. El 72.5% de estos pacientes reveld un diagndstico de una lesién
sospechosa de malignidad en la PAAF. En un estudio del Sevicio de Cirugia
General y Digestivo “B” del Hospital Universitario 12 de Octubre, con una
muestra de 500 pacientes, se obtuvieron resultados en los que un diagndstico
sospechoso se asocia con un nddulo maligno en un 20-40% de los pacientes.
Chen et al (Chen H, 1995) informaron de un 54% de especificidad para el

diagndstico de sospecha de carcinoma papilar.

Con la presencia de un citopatélogo experimentado, la exactitud de un
diagnostico citolégico con PAAF se aproxima un 95% (Leight GG, 1997).

Usando esta técnica, el numero de pacientes sometidos a tiroidectomia ha
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disminuido en un 25%, mientras que el hallazgo de cancer en las muestras
extirpadas quirurgicamente ha aumentado de 15% a, por lo menos, 30%
gracias a la utilizacion de técnicas citologicas (Gharib H, 1991). EI examen
citolégico de las lesiones foliculares por PAAF, sin embargo, tiene importantes
limitaciones (Emerick GT, 1994). Los aspirados de las lesiones foliculares son
muy celulares, con ausencia de coloide. Ademas, las lesiones foliculares tienen

grandes nucleos con cromatina nuclear y grandes nucleolos.

Si bien la citologia es una buena técnica para identificar neoplasias
foliculares, es incapaz de diferenciar los carcinomas foliculares de los
adenomas foliculares porque no puede demostrar la invasiéon capsular o
vascular (Dwarakanathan AA, 1989). La utilizacion de los parametros
citologicos tales como: patron celular, didmetro nuclear, el numero y la
marginacion de nucleolo y el flujo citométrico (Grant CS, 1990) han servido
para hacer un diagnéstico mas exacto diferenciando los carcinomas de los

adenomas foliculares.

Dado que la PAAF no puede distinguir adenoma y carcinoma folicular, la
mayoria de las PAAF de neoplasias foliculares de tiroides se diagnostican
como “proliferacion folicular”. Por lo tanto, el empleo de la PAAF en estos casos
para llegar a un diagnostico definitivo tiene que contemplar necesariamente el

tratamieto quirurgico.

Varios estudios han tratado de evaluar la probabilidad de una lesion
maligna por la combinacion de parametros clinicos con un resultado
indeterminado de PAAF (Russell MA, 1975). Estos estudios nos ayudan, pero
no demuestran una capacidad de prediccion del potencial maligno empleando
datos como el tamarfo de la lesion y la edad de los pacientes; asi con tumores
mayores de 4cm y los pacientes mayores de 50 anos de edad pueden predecir
una mas alta probabilidad de neoformacién maligna. Otros estudios han
abogado por realizar PAAF de repeticion para eliminar el diagnostico erroneo
de lesiones benignas aunque su uso en la diferenciacion benigna de éstas con

las lesiones malignas foliculares sigue siendo pobre (Samaan NA, 1992).
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El enfoque terapéutico estandar en un diagnéstico citolégico de
carcinoma papilar es el estudio histologico intraoperatorio de la pieza extirpada,
realizando un tiroidectomia total o casi total con o sin vaciamiento ganglionar,
dependiendo de las carateristicas del tumor y hallazgos intraoperatorios de
diseminacion ganglionar (Samaan NA, 1992). Ademas, si el nédulo sospechoso
extirpado por lobectomia posteriormente es diagnosticado como carcinoma
papilar de tiroides, puede ser necesario completar la cirugia en un segundo
procedimiento quirdrgico que se lleva a cabo para realizar una tiroidectomia de
totalizacion (Ozata M, 1994). Es por esta razén, que debido a la frecuencia de
falsos negativos y a las biopsias intraoperatorias no concluyentes de
malignidad, conlleve a que la cirugia en dos tiempos siga siendo una parte del

tratamiento quirurgico de estos pacientes.

El tratamiento quirdrgico de las neoplasias foliculares de la glandula
tiroides todavia genera controversia. La mayoria de los pacientes que optan
para la extirpacion de una lesion folicular no tienen un claro diagndstico de
carcinoma. Como se mencion6 anteriormente, la PAAF no es sensible para
distinguir carcinoma de adenoma folicular y la dificultad en el manejo de estos
pacientes gira entorno a que el diagndéstico de carcinoma folicular se suele
obtener soOlo después de estudiar multiples secciones después de la
lobectomia, y por tanto la PAAF resulta insuficiente para el diagndstico de

precision.

Por lo tanto, en el momento de la operacion, el cirujano puede tener que
tomar una decisién sobre la extension de la tiroidectomia. Algunos autores
afirman que, la combinacién de lobectomia con istmectomia sigue siendo un
medio aceptable de tratamiento inicial para los pacientes que se consideran de
bajo riesgo de carcinoma (Bassin HJ, 1994). Incluido en este grupo de bajo
riesgo estan los varones de menos de 40 afios, las mujeres de menos de 50
afnos de edad, las lesiones de menos de 4 cm de diametro (Baloch ZW, 2008).
Estos pacientes tienen un mejor prondstico y rara vez fallecen por recurrencia o

metastasis del cancer de tiroides.
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Por el contrario, otros autores han recomendado una extirpacién mas
completa de todo o casi todo el tejido tiroideo de cualquier paciente con
diagnostico o sospecha de carcinoma folicular. Varios estudios retrospectivos
han llegado a la conclusién de que incluso en grupos de bajo riesgo, una
operacion mas amplia produjo una disminucion en las tasas de recidiva local y
la mejora de la supervivencia global (Basolo F, 1999). La eliminacion total de
tejido tiroideo también tiene varias ventajas adicionales. En primer lugar, con la
eliminacién de todo o casi todo el tejido tiroideo, la tiroglobulina puede utilizarse
como un marcador tumoral en pacientes a seguir para la enfermedad
recurrente (Lang B, 2007). Ademas, la eficacia de la exploracion y ablacion del
tejido tiroideo normal o metastasico con yodo-131 es mayor después de la
tiroidectomia total. Estas ventajas deben sopesarse con respecto a las posibles

complicaciones de la tiroidectomia total.

Existe controversia en la actualidad sobre el uso habitual de congelacion
en las muestras histolégicas remitidas para biopsia intraoperatoria, alegando
que proporciona una ayuda minima en la posibilidad de distinguir el adenoma
del carcinoma (AACE, 2006). Por eso, muchos cirujanos, abogan por la
exéresis completa de la glandula para las lesiones foliculares en los pacientes
con un alto riesgo (> 4cm, edad > 50 afios) para tumores malignos, sea cual
sea el resultado de la seccion congelada. En el Servicio de Cirugia General y
Digestivo “B” del Hospital Universitario 12 de Octubre de Madrid, donde se ha
realizado este estudio, se han obtenido beneficios en el estudio de las
muestras histoldgicas por congelacién, ayudando en la toma de decisiones
intraoperatorias. Su enfoque en los tumores foliculares, una vez que han sido
seleccionados los pacientes con neoplasias foliculares para la cirugia, es
inicialmente realizar una hemitiroidectomia (lobectomia mas istmectomia) y
enviar la pieza para estudio intraoperatorio. Los resultados obtenidos de la
seccidn congelada, no solo servirian para confirmar el diagnostico de la
proliferacion folicular, sino que también permitiria valorar datos de infiltracion
capsular y datos de malignidad que ampliasen la magnitud de la tiroidectomia.
Si la seccion congelada sugiere que la lesion es un adenoma benigno y el
paciente es considerado de bajo riesgo, la operacion se finaliza entonces y

queda la toma final de decisiones condicionada al estudio completo de la pieza
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tras su inclusién en parafina. Los pacientes con tumores pequefios y que
muestran pequenas areas de invasion capsular o invasion microvascular en el
estudio histoloégico definitivo, tienen un mejor prondstico y, en estos casos muy
seleccionados, podria contemplarse una cirugia menos agresiva (lobectomia
mas istmectomia). En estos casos y en estudios con pacientes seleccionados
se ha observado que no hay diferencia en la supervivencia en relaciéon con la
extension de la tiroidectomia, con menos de un 10% de recurrencia
locorregional (AACE, 2006). Por el contrario, cuando existe marcada invasion
capsular o invasion vascular, entonces una tiroidectomia total debe llevarse a
cabo. Esto ayudara a maximizar el control local y facilitar el seguimiento a largo

plazo.

En unidades de referencia en el tratamiento quirurgico en patologia de
tiroides y en el Servicio de Cirugia General y Digestivo “B” del Hospital
Universitario 12 de Octubre con el que se ha realizado este estudio, se
considera que, en términos de un mejor control local, la mejora de la
supervivencia en determinados grupos y la facilidad de seguimiento a largo
plazo, el beneficio de una operacién de tiroidectomia total para el carcinoma
folicular supera el riesgo de complicaciones inherentes a este tipo de cirugia

(paralisis recurrencial e hipoparatiroidismo permanente).

Si la biopsia intraoperatoria es diagndstica de carcinoma papilar de
tiroides, por regla general se ha realizado una tiroidectomia total o casi total.
Este diagnostico histoldgico intraoperatorio demuestra la importancia del mismo
para evitar cirugias en dos tiempos (Bronner MP, 1988). Otros autores han
demostrado la utilidad de otras técnicas de estudio intraoperatorio (técnicas de
raspado ultrarrapido con tincién de Papanicolau) con un 98% de correlacién
entre el diagndstico intraoperatorio y el diagnédstico final de malignidad (Basolo
F, 1999). En nuestro estudio, la biopsia intraoperatoria se realiz6 en 18
pacientes (16.5%), y en 5 de ellos hubo un diagnéstico inequivoco de
carcinoma papilar de tiroides. Como la experiencia de los patdlogos mejora en
el reconocimiento de las caracteristicas nucleares de una preparacion tefida

con tincion de Papanicolau, se observa paralelamente un aumento del niumero
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de pacientes de diagnéstico definitivo de carcinoma papilar realizados en esa

evaluacion intraoperatoria.

En los 109 pacientes del estudio, la técnica quirurgica mas realizada fue
la tiroidectomia total (90 pacientes), seguido de hemitiroidectomia derecha,
tiroidectomia “casi total” y hemitiroidectomia izquierda con 8, 7 y 4 pacientes
respectivamente; todo ello comparado con los resultados anatomopatolégicos,
concuerda con lo ya comentado y expresado previamente en este trabajo. De
todas las intervenciones quirurgicas realizadas, en 91 ocasiones se realizaron

en 1 sélo acto quirurgico.

En algunos estudios se ha postulado que la cirugia mas extensa de
tiroides pudiese mejorar el prondstico en pacientes con enfermedad en estadio
Il (Gharib H, 1994) (Emerick GT, 1994), aunque deben evaluarse los riesgos y
beneficios de una tiroidectomia total al decidir el tratamiento adecuado. Los
procedimientos alternativos para la cirugia de los ganglios linfaticos, no difieren
significativamente en sus efectos sobre la supervivencia, aunque su correcta
realizacion, cuando esta indicada, si condiciona una disminucion significativa
en el control locorregional de la enfermedad, con disminucién de recidivas
locales que, en ocasiones, pueden implicar nuevas reintervenciones cervicales
con la subsiguiente morbilidad asociada. Aunque escapa al objetivo de este
trabajo, si debo comentar que las disecciones ganglionares de cuello en esta
serie de pacientes, se realiz6 siempre de forma terapéutica y nunca
profilacticamente; en el seguimiento de los pacientes a largo plazo no se han
observado recidivas locales en el cuello, tanto en pacientes con disecciones
ganglionares del compartimento central vy laterocervicales de los
compartimentos I, Ill, IV y V (excepcionalmente se precisé la diseccion del

compartimento ), como en los que no se indico dicha técnica.

Una nueva realidad de la medicina moderna se basa en conocer los
genes y proteinas que controlan el comportamiento de las células, qué hacen y

los cambios que surgen cuando se padece una patologia.
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Se investiga intensamente sobre las alteraciones que existen en el
genoma y epigenoma relacionadas con ciertas enfermedades y si estas
alteraciones se comportan como factor predisponente de enfermedad o, por el
contrario, si estas alteraciones genéticas actuan como factor protector de
padecer la enfermedad (Livingston DM, 2004). Asi, el genoma de los pacientes
nos aporta informacion que permitiria a los médicos tomar decisiones clinicas
con mas precision; sin embargo, hasta ahora no existe un consenso para el uso

de las herramientas bioinformaticas en la practica clinica.

Ampliando toda esta informaciédn genética, se pueden plantear
alternativas de tratamiento y dar consejo genético para poder tomar decisiones
de diagnéstico, tratamiento y prondstico (Livingston DM, 2004). Los principales
obstaculos son, por un lado, las limitaciones de los recursos de los que
disponen los centros para poner a disposicion de los especialistas este tipo de
herramientas, pero quiza lo mas importante es que falta formacion por parte de
los profesionales tanto para realizar las pruebas como para la interpretacion

bioldgica de la informacion.

Actualmente, la mayoria de los estudios que utilizan la informacion del
genoma humano son descriptivos y sugieren marcadores diagndsticos o
pronésticos, ademas de asociar algunas mutaciones con predisposicién para
desarrollar alguna enfermedad o con la respuesta que se obtendra a un
determinado farmaco. El préximo paso es disefiar estudios prospectivos para

poder confirmar estos datos y trasladarlos a la practica clinica.

Aunque el progreso de las técnicas complementarias de diagnoéstico es
incesante (Pielberg G, 2003), aun hoy es relativamente compleja la priorizacion
de la patologia tiroidea en los servicios de cirugia general debido, en gran
medida, a la ausencia de un diagnodstico histolégico definitivo hasta que se
efectua la correspondiente intervencion quirurgica y se remite la pieza extirpada

para su analisis anatomopatoldgico definitivo.
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La patologia quirurgica benigna tiroidea, por ello, satura sobremanera las
listas de espera de los Servicios de Cirugia no pudiéndose seleccionar con
precision los pacientes mas acuciantes que requieren un tratamiento quirurgico
precoz entre aquellos cuyo tratamiento puede diferirse sin riesgo para el
paciente. En concreto, nos referimos a la posibilidad todavia hoy lejana de
seleccionar a los pacientes para cirugia precoz en base a sus peculiaridades
genéticas que indiquen un alto riesgo de padecer una patologia tiroidea

maligna.

El abordaje gendmico se esta aplicando con éxito en multiples disciplinas
ya que permite identificar los factores genéticos que predisponen a las
enfermedades complejas tales como la diabetes, el cancer, la enfermedad
cerebro vascular, las demencias o las enfermedades psiquiatricas (Lengauer C,
1998). Ademas, este método identifica las variaciones genéticas que modulan
la respuesta de los individuos a la administracion de farmacos
(farmacogenomica) u otras terapias. Como resultado de todos estos estudios,
se espera conocer qué genes estan involucrados en cada patologia y cuales
comprometen los posibles tratamientos en cada individuo. En base a este
conocimiento se podra efectuar un tratamiento 6ptimo y personalizado en cada
paciente y cada caso, aumentando la eficacia de los mismos y minimizando la

aparicion de efectos indeseables durante la terapia.

Al identificar los factores genéticos que condicionan la aparicion de las
patologias tiroideas, en nuestro caso haciendo referencia especial a las de
ambito quirdrgico, podremos predecir una mayor o menor sospecha de
malignidad de esas lesiones tiroideas en el estudio preoperatorio de las
mismas, o el subtipo anatomopatolégico que mas probablemente va a padecer

el paciente en estudio e incluso prondstico a largo plazo de la lesidn.
Si se hicieran estudios en poblacion sana y se identificaran los

marcadores relacionados con la aparicion de ciertas patologias tiroideas, se

podria dar consejo genético en un futuro y tomar decisiones en pacientes aun
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sanos pero con predisposicion de padecer patologias tiroideas malignas o

benignas.

La variacion genética es la base de la diversidad humana y desempefia
un papel fundamental en las enfermedades. Es bien sabido que los tumores se
desarrollan como resultado de la acumulacion de alteraciones genéticas
moleculares o genomicas, incluida la supresién, amplificacion, traslocacion,
mutacion y cambios epigenéticos (Kinzler KW, 2002). El analisis de los cambios
genéticos moleculares histéricamente ha conducido a la identificacién de los
oncogenes y genes supresores de tumores. Estudios de estas alteraciones son
esenciales para comprender las bases moleculares del cancer y para
proporcionar marcadores diagnodsticos y prondsticos potenciales y dianas

terapéuticas para pacientes con cancer (Onyago P, 2002).

Los métodos convencionales se han utilizado para revelar las
alteraciones en el numero de copias de ADN, incluyendo la hibridacion
gendmica, cariotipo, citogenética convencional y otros. Estas técnicas son
especialmente convenientes para la deteccion de grandes reordenamientos
gendémicos (>20Mb) (Shih IM, 2004). Los métodos de analisis de genotipo se
han basado, durante mas de 20 afos, en polimorfismos de restriccion de
longitud de fragmentos 6 SNP (single nucleotide polymorphisms) y marcadores
de microsatélites. Los SNP estan distribuidos en el genoma humano, con
aproximadamente 1 polimorfismo por cada Kb (kilobite) (Hinds DA, 2005) vy,
como marcadores de microsatélites, los SNP son utilizados con frecuencia en
los estudios de asociacion, pruebas de genética clinica y/o determinacion de la
pérdida de heterocigosidad. Debido al gran numero de polimorfismos en el
genoma humano, son necesarios meétodos de genotipado precisos, de alto

rendimiento y de bajo coste (O’'meara D, 2002).

Alternativamente, el analisis de microsatélites puede proporcionar
evidencia de pérdida de heterocigosidad con mayor resolucion en loci
especificos, de mayor rendimiento y automatizacién. Por otra parte, los SNP
ofrecen muchas ventajas para el analisis genético, incluyendo su prevalencia

en la transmision de la estabilidad del genoma, de mitosis y meiosis en
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comparacién con repeticiones cortas en tandem, y el hecho de que también
son mas faciles de medir. Esta plataforma tecnolégica ha sido utilizada para
detectar pérdidas de heterocigosidad en diferentes patologias (Zhou X, Rao
NP, 2005). Sin embargo, el alto coste de cada analisis, ha impedido que este

enfoque sea mas frecuente, en particular para los estudios con grandes series.

La secuenciaciéon de ADN (Royo JL, 2006) ha cambiado notablemente la
naturaleza de la investigacion biomédica, identificando millones de
polimorfismos a lo largo del genoma humano que ahora requiere mayor analisis
para estudiar las bases genéticas de las enfermedades. Durante la ultima
década, este gran numero de SNP se ha anotado en bases de datos publicas y
privadas. Debido a la enorme cantidad de informacién disponible, los métodos
de genotipado de bajo coste se han ido desarrollando para proporcionar a las
investigaciones la capacidad de leer la informacion del genoma (Hidalgo
Pascual M, 2006).

Entre las posibles alteraciones gendmicas, se encuentra la desmetilacion
(Hidalgo M, Galan J, 2008). Se ha propuesto que la desmetilacion a lo largo del
genoma afecta en gran parte a las regiones intergénicas e intronicas de ADN, y
se cree que derive en una inestabilidad cromosdmica y en un aumento de
mutaciones (Wilson AS, 2007). Otros eventos estructurales, como la
amplificacion de gen, también podrian explicar los diferentes niveles de

expresion presentes en las biopsias de tumores y lineas de células tumorales.

Entre las plataformas de secuenciacion de ADN disponibles, la
pirosecuenciacion se ha convertido en una herramienta util para la
determinaciéon del genotipo de los polimorfismos (SNP) (Ronaghi M, 1998), la
deteccion de mutaciones y el analisis de metilacion de ADN. Su formato para
genotipado permite tener resultados fiables a un coste razonable en pocos
minutos (Royo JL, 2006).

Desde su primera publicacién en 1998, la pirosecuenciacion ha cambiado
significativamente la gendomica estructural (Ronaghi M, 1998). La

pirosecuenciacion es una técnica de secuenciacién robusta y cuantitativa, en
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tiempo real, basada en la deteccion de pirofosfato que se libera como
consecuencia de la incorporacion de nucleétidos en una secuencia de reaccidn
de sintesis de ADN. Esta tecnologia ha sido utilizada con éxito en grandes
estudios de genotipado de SNPs y la deteccion de mutaciones (Van Goethem
G, 2001).

La pirosecuenciaciéon también puede ser utilizada para calcular las
frecuencias alélicas en el “pool” de ADN (Lavebratt C, 2006), y ha sido
extremadamente util en la realizacion de ensayos de cuantificacion alélica,
analizando regiones con probable pérdida de heterocigosidad (LOH) (Pascual
MH, 2006). Al comparar las muestras normales y tumorales, incluso pequefias

variaciones en la cantidad de alelo, pueden ser detectadas (Garcia CA, 2000)

En este trabajo se ha realizado una seleccion de genes relacionados con
la fisiologia y patologia tiroidea. Empleando marcadores intragénicos en estos
genes y el analisis multilocus se ha pretendido identificar patrones genéticos
especificos de cada una de las patologias en estudio. La consecucion de
patrones predictivos, aplicables al diagndstico diferencial de la patologia
tiroidea, podria revolucionar el manejo clinico de los pacientes mediante

racionalizacion y priorizacion de tratamientos.

Al evaluar el uso de la pirosecuenciacién para determinar regiones con
LOH (pérdida de heterocigosidad), se observa que LOH no se limitaba a un
alelo especifico, sin embargo, el tamano limitado de la muestra (41 pacientes
con cancer papilar de tiroides) impide una comparacion rigurosa. Por el
contrario, no se encuentra ninguna evidencia de LOH entre biopsias de PTC
(carcinoma papilar de tiroides). El presente método se basa en el hecho de que
la pirosecuenciacidén es una técnica precisa, sensible y reproducible. Ademas,
la alta densidad de polimorfismos a lo largo del genoma presenta una clara

ventaja en comparacion con estudios basados en microsatélites.

La alta informatividad de estos marcadores puede ser sustituida por una
serie de polimorfismos con suficiente heterocigosidad en la poblacién en

estudio.
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La hibridacibn gendmica comparativa clasica proporciond la
posibilidad de detectar cambios en el numero de copias cromosomicas en las
muestras de células y tejidos, similar al cariotipo, sin necesidad de cultivo.
Incluso el material en formalina o parafinado puede ser analizado. Sin
embargo, las alternativas comerciales tienen muy limitada la resolucidn
(aproximadamente 3 Mb) (Ylstra B, 2006).

El analisis de pérdida de heterocigosidad (LOH) basado en SNP ofrece
una posibilidad para perfeccionar los puntos de interrupcion correspondientes y
excluir tales genes de la region critica. Nuestros resultados muestran la
viabilidad de la utilizacion de la pirosecuenciacion utilizada para el estudio de

LOH en el ADN aislados de los tejidos embebidos en parafina.

Como era de esperar, hemos encontrado pruebas que demuestran un
desequilibrio alélico en aproximadamente un 16% de los marcadores
informativos que se probd inicialmente. Estos datos concuerdan con estudios
previos, entre manisfestaciones de amplificacion gendémica que afectan al gen

EMSY (Rodriguez C, 2004; King C, 2004), aunque no parecen significativos.

La deteccion de pérdida de heterocigosidad seria equivoca en presencia
de cantidades sustanciales de ADN no tumoral de células normales. Por lo
tanto, el grado de infiltracién de los tejidos no patolégicos dara una amplia
gama de relaciones alélicas que se pueden detectar con un enfoque fiable y
cuantitativo. Los resultados muestran la viabilidad de utilizar la
pirosecuenciacion para el estudio de pérdida de heterocigosidad en el ADN
aislado de los tejidos parafinados. Este estudio tiene muchas ventajas, ya que
no parece verse afectado por muchos problemas inherentes a otras patologias,

como los marcadores de baja densidad o plataformas costosas.

Segun los resultados de este estudio, la region que comprende los genes
EMSY, CAPNS5, PAK1 no esta en desajuste alélico en el carcinoma papilar de
tiroides. Estudios previos han informado que la region cromosémica 11913.5-

g14 expone muy altas tasas de desajuste alélico en una gran variedad de
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tumores humanos, incluyendo de mama y cancer de ovario, el carcinoma de
cabeza y cuello, vejiga, etc, y que estos cambios genéticos se asociaron con

una disminucion de la supervivencia y la progresion tumoral. (Gollin SM, 2001)

Se han dirigido considerables esfuerzos hacia la identificacion de posibles
oncogenes en esta regidon y los 2 principales genes candidatos hasta la fecha
son EMSY y PAK1. Para identificar el papel de esta region en el cancer papilar
de tiroides decidimos mapear la megabase que comprende tres genes: EMSY,
CAPNS5, y PAK1 (Hidalgo M, 2006). Este es el primer estudio con resultados
sobre el desajuste alélico de estos genes en cualquier cancer de tiroides
(Hidalgo M, 2008).

La principal conclusion del estudio es la falta de desajuste alélico en los
loci de EMSY, CAPN5, y en PAK1 de los carcinomas papilares tiroideos de
individuos heterocigotos para uno o méas polimorfismos en estos genes.
A pesar de que el marcador utilizado en nuestro estudio posee una alta
densidad lo cual aumenta la probabilidad de encontrar alguna anormalidad
cromosémica, no podemos excluir, sobre la base de nuestra serie, que un
desajuste alélico en estos tres genes puede ser un factor asociado con PTC en

un pequefio subgrupo de pacientes.

Los resultados presentados aqui son coherentes con la infrecuente
aparicion de pérdida alélica en PTC estudiada anteriormente por otros, lo que
sugiere que la inestabilidad cromosdmica no podia ser una caracteristica
importante de los tumores papilares, lo cual se correlaciona bien con un

pronéstico favorable. (Wreesman VB 2002).

Sin embargo, otros investigadores han encontrado desajuste alélico en la
region cromosémica 11q9.13 en los adenomas foliculares, lo que podria indicar
que esta localizacion pueda albergar otros genes implicados en la progresion

hacia un fenotipo folicular. (Matsuo K, 1991)

179



Discusién

Vale la pena mencionar que una limitacion importante de la tecnologia
utilizada en el estudio es la posible presencia de reordenamientos subclonales
dentro de la masa tumoral que llevan a la heterogeneidad (Zhu Z, 2006). No

obstante, este limite es superado por los resultados negativos del estudio.

La ausencia de desajuste alélico en esta region sugiere que los genes
EMSY, CAPN5, y PAK1 no estan involucrados en la patogénesis de carcinoma

papilar de tiroides.

Sin embargo, puede ser que sb6lo mutaciones o efectos epigenéticos
pudieran existir en estos genes, o bien que sufren reordenamientos a un nivel

qgue no es detectable por nuestra técnica (Hidalgo M, 2008).

El disefio del estudio de casos-control se adecua perfectamente a la
identificacibn de genes que es probable que subyace en enfermedades
comunes y complejas como el cancer. Asi, se seleccionaron un conjunto de
tres haplotipos en los SNP etiquetados en cada uno de los genes EMSY,
CAPNS5, y PAK1 que sirven como marcadores para detectar asociaciones entre
esta regidn y nuestra serie. Para aumentar el poder de detectar pequefos
riesgos relativos, se limitd nuestra atencion a SNP comunes (frecuencia >
0,31).

Construimos los haplotipos teniendo en cuenta las diferentes
combinaciones de los tres SNP dentro de cada gen. No se encontrd asociacion
alguna entre los genotipos de CAPN5 y PAK1 o haplotipos asociados y el
riesgo de cancer de tiroides en nuestra poblacién. Podriamos no haber podido
observar una verdadera asociacion a causa de un Error estadistico de tipo I,

debido al pequefio tamafio de la muestra.

Por esta razon, para los nuevos estudios de asociacion sera necesaria
una serie mayor para obtener resultados independientes. Sin embargo, si

existe riesgo alélico en PAK1 o CAPN5, su tamano/efecto seria bajo.
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Recientemente, se ha informado de que podria participar EMSY en el
bajo nivel de susceptibilidad de cancer de mama y de ovario (Livingston DM,
2004). Sin embargo, hace muy poco Benusiglio et al informaron que no hubo
asociacion entre variacion genética comun en EMSY vy el riesgo de cancer de
mama o cancer de ovario en dos grandes conjuntos de mujeres blancas
britanicas (Benusiglio PR, 2005). Curiosamente, cuando para este trabajo se ha
analizado la distribuciéon del haplotipo EMSY entre los pacientes con PTC en
comparaciéon con los casos control, se encontré una variacidn entre la

poblacion que tenia cancer papilar de tiroides.

Este hallazgo proporciona las pruebas preliminares que un determinado
haplotipo del gen EMSY podria conferir susceptibilidad a cancer papilar de

tiroides entre la poblacion espafiola.

A través de una comparaciéon de las frecuencias de haplotipos entre los
casos Yy controles, el haplotipo 111 parece estar sobre-representado entre
pacientes con PTC y este resultado se confirma mediante una prueba de
permutacion. Utilizando el analisis de permutacion, “regressionbased model”,
se puede disminuir el error tipo | debido al pequefio tamafio de la muestra. En
cualquier caso, estos resultados deben ser tratados con precaucion, y para
determinar con precisién la funcion del gen EMSY en la susceptibilidad de PTC,
los nuevos estudios moleculares deberian ser realizados con una serie cuyo

tamafo muestral sea de un mayor numero para un estudio caso-control.

Llegamos a la conclusién de que los resultados obtenidos a partir de
estos estudios no apoyan hallazgos de desajuste alélico en la cartografia de
genes EMSY, CAPNS5, PAK1 de la region 11913.5-q14, al menos en el cancer
de tiroides. El estudio de asociacion genética sostiene que no hay asociaciéon
entre los polimorfismos CAPNS y PAK1 y la susceptibilidad de PTC.

Por ultimo, existe evidencia de asociacion entre el haplotipo 111 del gen

EMSY y el carcinoma papilar de tiroides, ya que este haplotipo esta
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excesivamente representado entre estos pacientes, lo que sugiere que el gen
EMSY podria ser de relevancia en la patogénesis del carcinoma papilar de
tiroides, aunque seria necesaria una serie grande en un estudio de caso-control

para corroborar estos hallazgos.

Al no obtener resultados positivos sobre el desajuste aléliico con el
estudio estadistico inicial, se decide ampliar el estudio estadistico mediante la
exploracion de datos de atraccidn y repulsion entre genes y estadio, para
intentar obtener relaciones que pudieran ser nuevos caminos para futuros
estudios. Asi observamos que en el analisis de correspondencia simple de
cada polimorfismo del gen EMSY vy el estadio, no hay asociacion
estadisticamente significativa; esto mismo sucede con los tres polimofismos del
gen CAPNS5 y del gen PAK. Aunque se ha realizado este segundo analisis con
los datos obtenidos estadisticamente, también se ha concluido en la existencia

de una falta de asociacion entre gen y estadio.
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La puncion aspiracion con aguja fina (PAAF) es un método diagndstico
muy valido en patologia de tiroides, aunque con pobres resultados para
el diagnostico de certeza de ciertos tipos de carcinoma diferenciado

tiroideo.

Como técnica quirurgica mas adecuada, la tiroidectomia total es el
procedimiento de eleccion en la mayor parte de los pacientes con
carcinoma papilar de tiroides y con la que se obtienen mejores

resultados a medio y largo plazo.

Se ha conseguido optimizar el protocolo de extraccién de ADN a partir
de tejido incluido en parafina tanto en cantidad como en calidad del
ADN.

La pirosecuenciacion es un meétodo valido y eficaz para analizar la

cuantificacion alélica y el estudio de pérdidas de heterocigosidad (LOH).

Se han analizado 9 marcadores en todos los tejidos: 3 marcadores para
el gen EMSY, 3 para el gen CAPN5 y 3 para el gen PAK1. Los andlisis
de LOH han revelado que no hay una pérdida de heterocigosidad en los
marcadores seleccionados, indicando que no se observa una alteracion

en la dosis génica en individuos afectos de carcinoma papilar de tiroides.

La regidn 11913g-14 del comosoma donde se encuentran los genes
EMSY, CAPNS y PAK1 no sufre desequilibrio alélico en los pacientes

con cancer papilar de tiroides.
No obstante la conclusion anterior, hemos observado que el haplotipo

111 del gen EMSY esta excesivamente representado entre los pacientes

con cancer papilar de tiroides en relacion con el grupo control, lo que
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sugiere que el gen EMSY puede tener relevancia en la etiologia del

carcinoma papilar de tiroides.

8) No se ha demostrado asociacién entre los genes EMSY, CAPNS y PAK,

y el estadio tumoral en pacientes con carcinoma papilar de tiroides.

9) Se han observado bloques con altos niveles de homocigosidad que
llegan incluso a abarcar los 3 genes. La homocigosidad puede ser

considerada como potencial factor de riesgo en cancer.

10) La significacion clinica y biologica de tal homocigosidad necesita ser

investigada detalladamente en la poblacion general.

11) La confirmacion de estos resultados implicaria la demostracion por vez
12 que esta region puede ser una zona que sufre gran cantidad de
rearreglos o recombinacion en procesos tumorales y por tanto que
puede tratarse de una region implicada en la susceptibilidad a padecer

patologia tumoral de tiroides.
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