Revisiones

La puncién-aspiracion con aguja fina
(PAAF) es generalmente aceptada como la
técnica de eleccion en el estudio del nédulo
tiroideo; sin embargo, su interpretacion
clinica tiene algunas limitaciones. Por ello, en
los Gltimos afios se ha propuesto
complementar la citologia convencional con
marcadores moleculares detectados
mediante técnicas inmunoquimicas. Los
marcadores mas estudiados son TP047 y
galectina-3, ambos con notable sensibilidad y
especificidad. CD44v6 es menos (til de lo que
se pensaba al principio. Sobre pRB,
c-Met, CK-19, HBME-1, COX-2 y hTERT,
aunque muy prometedores,
se dispone de menos experiencia. Existe una
importante lista de otros potenciales
marcadores de malignidad que estan a la
espera de ser analizados. Todos estos
marcadores, empleados aisladamente o en
combinacion, podrian mejorar de manera
sustancial la exactitud diagnéstica de la
PAAF en los casos mas dificiles y asi evitar
tiroidectomias innecesarias.

Palabras clave: Tiroides. PAAF. TPO47.
Galectina-3.
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MOLECULAR MARKERS FOR THE CLINICAL ASSESSMENT
OF THYROID NODULES

Fine-needle aspiration biopsy (FNAB) is generally accepted as the method
of choice for the study of thyroid nodule, but its clinical interpretation
presents some limitations. For this reason, additional analyses of molecular
markers using immunochemistry have been proposed in combination with
conventional cytology. The best studied markers are TP047 and galectin-3,
both of which have remarkable sensitivity and specificity. CD44v6 seems to
be less useful than was previously expected. Although pRB, c-Met, CK-19,
HBME-1, COX-2 and hTERT are very promising, experience with these
markers is limited. A long list of other potential markers of malignancy
remain to be analyzed. All these markers, used alone or in combination, may
substantially increase the diagnostic accuracy of FNAB in difficult cases
and thus reduce unnecessary thyroidectomies.

Key words: Thyroid. FNAB. TPO47. Galectin-3.

El cancer de tiroides es la enfermedad endocrinoldgica maligna
mas frecuente (aproximadamente un 10% de la poblacién desarro-
llard un nédulo palpable a lo largo de su vida; de ellos, un 5-10%
llegard a ser maligno)!. Con todo, su diagndstico preoperatorio
continda siendo un reto, porque los métodos para definir la benig-
nidad y la malignidad son todavia poco precisos. La puncién-aspi-
racién con aguja fina (PAAF) ha mejorado el manejo clinico del
nédulo tiroideo (ha permitido disminuir a menos de la mitad el nu-
mero de intervenciones quirdrgicas) y es considerada hoy el pro-
cedimiento diagndstico de primera eleccién. Sin embargo, ain
aceptando su innegable utilidad y el avance que ha supuesto, cada
vez es mas patente que esta técnica tiene limitaciones importantes
relacionadas con la adecuada toma de muestra y la dificultad para
distinguir entre las lesiones foliculares benignas y malignas. La
inexactitud del lugar de obtencién de la muestra y la calidad de la
misma dan lugar a un nimero de muestras “invalidas” o “no diag-
nésticas” del 15-20%>. Por su parte, la dificultad para distinguir
entre el adenoma folicular, el carcinoma folicular o la variante fo-
licular del carcinoma papilar puede llevar a diagnosticar un nime-
ro de falsos negativos (lesiones clasificadas como benignas, cuan-
do eran malignas) del orden del 3-11%?2. Este tltimo porcentaje es
comprensible, si se tiene en cuenta que, incluso desde el punto de
vista histopatolégico, puede ser dificil distinguir entre determina-
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Fig. 1. Esquema representativo de la localizacion celular de los principales marcadores moleculares de cdncer de tiroides detectables por

métodos inmunoquimicos.

dos adenomas y lesiones foliculares malignas, a no ser
que se recurra al empleo de los criterios mds especifi-
cos, como la demostracién de invasién capsular y/o
vascular®.

Por suerte, si la muestra es adecuada, la mayoria de
los casos son faciles de diferenciar por citologia con-
vencional, atendiendo al aumento evidente de celula-
ridad folicular e indice ntcleo-citoplasmdtico. Sin
embargo, en un porcentaje de casos la citologia con-
vencional resulta insuficiente, o al menos no conclu-
yente, para distinguir la malignidad de la benignidad.
Esto lleva a emitir informes del tipo de “probable no-
dulo folicular benigno”, “nédulo folicular”, “prolifera-
cién folicular”, “sospechoso”, “intermedio”, “lesién
folicular”, “neoplasma”, “patrén atipico”, etc. Esta
imprecisiéon condiciona en la practica una légica
orientacion hacia la cirugia, con su elevado coste psi-
coldgico, personal, econdmico y social, especialmente
si consideramos que en menos del 10% de las inter-
venciones actuales de tiroides se termina confirmando
una lesién maligna®>.

Se han realizado numerosos intentos para mejorar el
diagnostico preoperatorio del nédulo tiroideo; sin em-
bargo, hasta la fecha, aun utilizando preparaciones ci-
tologicas 6ptimas, no se ha podido demostrar ninguna
caracteristica o asociacion clinica (tamafio, sexo,
edad...), ni andlisis de laboratorio, radiograffas, gam-
magrafias, etc., que ofrezcan una sensibilidad y espe-

cificidad suficientes para distinguir de manera inequi-
voca entre malignidad y benignidad.

Si pudiésemos disponer de marcadores bioldgicos
fiables, el diagndstico preoperatorio del nddulo tiroideo
seria mds exacto y el tratamiento logicamente mucho
mas adecuado, evitandose tiroidectomias innecesarias.
En este sentido, algunas moléculas estan siendo identi-
ficadas como posibles dianas para el diagnéstico inmu-
nohistopatoldgico. Incluso algunos de estos marcadores
se estdn ensayando en muestras de PAAF para el diag-
ndstico inmunocitolégico preoperatorio. Entre estas
moléculas vamos a considerar aquellas sobre las que se
dispone de mayor nimero de evidencias, metodoldgica-
mente mds asequibles y potencialmente utilizables en
muestras de PAAF obtenidas en la consulta ambulato-
ria: TPO47, galectina-3, CD44v6, pRb, c-Met, CK-19,
Ag HBME-1, COX-2 y hTERT (fig. 1 y tabla 1).

TIROPEROXIDASA (TPO)

La peroxidasa tiroidea es la enzima principal en la
sintesis de hormona tiroidea. Estd unida fundamen-
talmente a la membrana apical de la célula folicular
(fig. 1) y su funcién principal es la de catalizar la oxida-
cién del yoduro a yodo, la yodacién de determinados
residuos de tirosina de la secuencia primaria de tiro-
globulina y el acoplamiento de las yodotirosinas resul-
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TABLA 1. Principales marcadores moleculares del cancer de tiroides detectables por métodos inmunoquimicos

Proteina Locallzt}cm‘n celular Funcién principal Expl:esmn Métodos Referencias
principal en cancer

TPO47 S, C Biosintesis de hormonas tiroideas N IHQ, ICQ 6-14
(yodacién, acoplamiento)

Gal-3 C,S,N,E Adhesion celular (procesamiento T (papilar)  THQ, inmunotransferencia, 15-20
pre-ARNm...) y Hiirtle) RT-PCR, ICQ

CD44v6 S Adhesion celular T IHQ, ICQ 18,20

pRb N Regulacién ciclo celular J (Hiirtle) THQ, andlisis imagen 21-23

c-Met S Proliferacién T (papilar)  THQ 24,25

CK-19 C Soporte estructural T (papilar)  THQ, ICQ 26-29

AgHMBE-1 S Interaccion célula-célula T (papilar)  THQ 30-32

COX-2 S Sintesis de prostaglandinas T (papilar)  THQ, inmunotransferencia, 33-37

RT-PCR

Telomerasa N Restauracién del tamafio del telémero T (folicular) TRAP, RT-PCR, IHQ 38,52

después de cada mitosis

S: superficie celular; C: citoplasma; N: nicleo; IHQ: inmunohistoquimica; ICQ: inmunocitoquimica; RT-PCR: reverse transcriptase-polymerase chain reac-

tion; TRAP: telomerase repeat amplification protocol.

tantes para producir hormonas tiroideas, como es bien
conocido en fisiologia humana. Es una enzima gluco-
silada (EC1.11.1.7) que contiene un grupo prostético
hemo, implicado en la transferencia de electrones en-
tre la molécula de peréxido de hidrégeno y el dtomo
de yodo. De forma estructural, existen dos formas mo-
leculares de 105 y 110 kDa, respectivamente. Por su
parte, el gen que codifica para la TPO consiste en 17
exones y 16 intrones que abarcan més de 150 kb en el
brazo corto del cromosoma 2 y da lugar a un ARNm
de 3 kb con variantes de procesado mas cortas.

Entre varios anticuerpos desarrollados contra la
TPO por el grupo francés del Prof. Carayon a finales
de los afios ochenta, se estudiaron fundamentalmente
dos monoclonales con los siguientes resultados®: un
primer monoclonal, MoAb30, que, aunque muy sensi-
ble, no permitia distinguir adenoma de carcinoma, y un
segundo monoclonal, MoAb47 (dirigido contra Ia
zona lineal extracelular 713-721 de la TPO), que reac-
ciond con casi todos los adenomas (94%) y con casi
ningun carcinoma (3%). Estos hallazgos apuntaban a
que el carcinoma tiroideo podia estar asociado a cam-
bios en la cantidad y/o propiedades antigénicas de la
TPO y, aunque el MoAb47 no era especifico al 100%,
se considerd que podria ser til en la distincién entre
adenomas y carcinomas foliculares. Se aplic6 en pri-
mer lugar en muestras histopatolégicas y después en
muestras de aspirados con aguja fina de los nddulos ti-
roideos. A medida que aumentaban las casuisticas, se
comprobd que en todas las series estudiadas los nédu-
los benignos presentaban células con inmunorreaccién
positiva en un porcentaje que variaba entre el 80 y el
100%, mientras que en todas las muestras de tumores
malignos se observo un porcentaje de células positi-
vas menor del 80% (generalmente < 20%). De acuer-
do con los resultados obtenidos, el valor del 80% de
células positivas para la tincidn es el “punto de corte”
que se viene utilizando como limite para la discrimi-
nacién entre nédulos de alto y bajo riesgo. De esta
manera, la inmunodeteccion de la TPO con MoAb47
representaria una herramienta especialmente util como
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complemento a la citologia convencional en la selec-
cién de pacientes para cirugia’!°.

De Micco et al'! demostraron que la inmunotincién
para TPO con MoAb47 sirve, ademds, para diferen-
ciar la “variante folicular del carcinoma papilar tiroi-
deo” (FVPCT), tumor que, a pesar de ser maligno,
presenta caracteristicas citoldgicas muy parecidas a la
hiperplasia adenomatosa y supone la causa mas fre-
cuente de falsos negativos de la citologia convencio-
nal. De 3.505 pacientes, se comprobaron 227 casos de
cancer de tiroides, entre los cuales se identificaron 42
FVPCT. Todos ellos (100%) fueron correctamente
identificados con TPO47 (no expresién presente)
mientras que la citologia convencional sélo habia de-
tectado 32 casos (76%).

En un excelente estudio prospectivo'?, realizado en
124 muestras de PAAF, se comprob6 también un pa-
trén negativo (< 80% de células tefiidas) en aquellas
lesiones consideradas malignas por criterios histolégi-
cos convencionales y un patrén de tincién positivo
(expresion de TPO en més del 80% de células) en las
lesiones benignas, a excepcion de uno de 26 (3,8%)
adenomas foliculares. Estos resultados supusieron una
sensibilidad de 1,0 y una especificidad de 0,99, clara-
mente mejores a las descritas previamente (tabla 2).
Los valores predictivos positivo y negativo fueron de
0,96 y 1,00, respectivamente. Se concluia que la in-
munotincién para TPO, en aspirados con aguja fina de
nédulos solidos, gammagraficamente frios y solita-
rios, es una herramienta diagndstica importante y se-
gura para distinguir entre benignidad y malignidad.

Cabe resaltar que, en concordancia con los estudios
inmunohistoquimicos e inmunocitoquimicos, en los
que se observa una disminucién de la expresion de
TPO en las lesiones malignas, en los pocos estudios
realizados con micromatrices de ADN (microchips,
microarrays) en cancer de tiroides se ha encontrado
que los genes relacionados con funciones tiroideas es-
pecializadas, entre ellos el gen de la TPO, tienen una
expresion disminuida al menos en el carcinoma papi-
lar tiroideo™.
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Nuestro grupo ha presentado las primeras experien-
cias en Espafia sobre la utilidad clinica de la inmuno-
citoquimica con el anticuerpo monoclonal TPO47. El
trabajo se realizé de forma prospectiva en 31 muestras
de PAAF ambulatorias y en 20 muestras quirdrgicas.
En las muestras de PAAF se comprobd que existia una
discordancia importante (22%) con la citologia cldsi-
ca, lo que hasta la fecha ha supuesto una disminucién
(2/31) de falsos positivos diagnosticados por citologia
convencional en los que se habria podido evitar la ci-
rugia!*. Aunque el tema de la utilidad clinica del
TPOA47 requiere muchas mds investigaciones, parece
intuirse que este marcador, mas que un marcador de
malignidad, en la prictica vendria a suponer un exce-
lente “marcador de benignidad” de gran interés practi-
co, sencillo, econémico, seguro y fiable para comple-
mentar a la citologia convencional y ayudar a
identificar a aquellos pacientes de menos riesgo.

GALECTINA-3

Es un miembro de la familia de las lectinas animales
con afinidad por betagalactésidos. Es un polipéptido
con un dominio aminoterminal, rico en prolina y glici-
na, y que tiene una cierta similitud con las proteinas de
los complejos ribonucleoproteicos nucleares heterogé-
neos. Su dominio carboxiterminal reconoce carbohidra-
tos. Galectina-3 se expresa en muchos tejidos y tipos
celulares. Se localiza fundamentalmente en el nicleo, el
citoplasma, la superficie celular y/o la matriz extracelu-
lar. Se cree que ejerce un papel en diferentes procesos
fisioldgicos y patoldgicos, entre los que se encuentra el
procesamiento del pre-ARNm, la adhesién entre célu-
las, asi como entre las células y la matriz, el crecimien-
to celular, la transformacion neoplésica, las metastasis y
la respuesta inmunitaria. La expresion de galectina-3
puede ser modulada por transformaciones oncogénicas
y virales, y estd aumentada en varias lineas de células
tumorales tanto humanas como murinas. También se ha
detectado expresion de galectina-3 en carcinomas hu-
manos, incluidos los tiroideos™, pero no en tejido nor-
mal ni en tumores benignos.

El andlisis de la expresion de galectina-3 mediante
inmunocitoquimica en 64 muestras tiroideas, obteni-
das por PAAF e incluidas en parafina (bloques celu-
lares), y en sus equivalentes histoldgicos, reveld la
utilidad de la galectina-3 como marcador en la detec-
cién prequirdrgica de cédncer tiroideo'®. Es decir, to-
dos los carcinomas papilares (18/18) y la mayoria de
los foliculares (14/17) expresaban altas concentra-
ciones de galectina-3 en el citoplasma o en el nicleo,
mientras que no existia expresiéon en 26 de los 29
adenomas. De aqui se deduce que la inmunotincién
citoplasmdtica de la galectina-3 podria ser también
un marcador barato, facil y seguro para el diagndsti-
co de los carcinomas de células foliculares, especial-
mente los papilares.

Inohara et al'” examinaron la expresién de galectina-

TABLA 2. Sensibilidad (S) y especifidad (E) para distinguir
entre lesiones benignas y malignas utilizando
inmunocitoquimica (ICQ) con TP047

y galectina-3 frente a la citologia convencional

| n | S E Referencias
Citologia
convencional > 300 65-98 (81) 55-100 (79) 2,4,9
ICQ TPO47 124-300 97-100 (99) 82-99 (90) 7-12
ICQ galectina  64-1.009 91-99 (96) 89-100 (95) 16-20

3 en un total de 172 muestras. El andlisis inmunohis-
toquimico reveld que todos los carcinomas papilares,
foliculares y anapldsicos presentaban una expresion
aumentada y difusa de galectina-3, en tanto que sé6lo
uno de los tres carcinomas medulares incluidos en el
estudio presentaba inmunorreaccién y ésta era débil y
focalizada. Se comprobé que los adenomas benignos,
las hiperplasias nodulares y el tejido tiroideo normal
no expresaban galectina-3. Segun estos resultados, ga-
lectina-3 podria servir como “marcador de maligni-
dad” en células tiroideas de origen folicular obtenidas
por PAAF y potenciar la exactitud del diagndstico di-
ferencial entre tumores tiroideos benignos y malignos.

Como se desprende del estudio de Bartolazzi et al'?,
que es el mds amplio realizado hasta la fecha, en
1.009 pacientes, la deteccidn de galectina-3 por inmu-
noquimica presenta una sensibilidad y una especifici-
dad excelentes (0,99 y 0,98, respectivamente) para di-
ferenciar la malignidad de la benignidad en las
neoplasias tiroideas. Estos porcentajes superan los re-
cogidos previamente en la bibliografia (tabla 2).

Kawachi et al' han estudiado, ademds, el posible
papel de la expresion de galectina-3 en varias neopla-
sias tiroideas y en la formacion de metdstasis, llegan-
do a la conclusién de que las lesiones primarias de
carcinoma papilar con metdstasis tenfan una concen-
tracion de galectina-3 significativamente mds alta que
los tumores sin metastasis. Sin embargo, la expresion
de galectina-3 era menor en las lesiones linfaticas
comparada con sus lesiones primarias. De alguna ma-
nera, podria esperarse que en estadios tardios la expre-
sién de galectina-3 disminuyera y propiciara asi el
desprendimiento de las células cancerosas desde las
lesiones primarias a otros tejidos.

Al contrario que con la expresién de TPO, se ha pu-
blicado que el gen de la galectina-3 estd sobreexpre-
sado en todas las muestras de céncer papilar tiroideo
estudiadas utilizando micromatrices de ADN (micro-
arrays)".

CD44v6

CD44 es una familia polimérfica de glucoproteinas
de la superficie celular implicadas en las interacciones
célula-célula y célula-matriz extracelular, la activa-
cién linfocitaria, la migracién celular y el crecimiento
tumoral y su progresiéon. CD44 se puede expresar en
forma de moléculas estandar (CD44s), que represen-
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tan el papel receptor de la superficie celular para el
4cido hialurénico, o también como multiples isofor-
mas (CD44v) generadas por el procesamiento alterna-
tivo de 10 exones (vl a v10) que codifican partes del
dominio extracelular de las moléculas. En condiciones
fisioldgicas, el procesamiento alternativo de las va-
riantes de CD44 estd fuertemente regulado, pero se ha
informado de una expresion alterada, tanto cualitativa
como cuantitativamente, de CD44v en varias enferme-
dades caracterizadas por un crecimiento celular desor-
denado. Se sabe poco de la funcién de las moléculas
de CD44v, pero la expresién de isoformas de CD44
que contienen un péptido codificado por la variante v6
es necesaria y suficiente para conferir un potencial
metastasico a determinadas lineas celulares, como las
de carcinoma pancredtico de rata.

Gasbarri et al* publicaron que CD44v6 podria ser-
vir como potencial marcador de proliferaciéon celular
alterada frente a la galectina-3, que serviria mas como
marcador de transformacién neopldsica. Ello estaria
basado en que CD44v6 se encuentra en muchos de los
adenomas y carcinomas y no en las células foliculares
normales. Sin embargo, en un estudio posterior® se
comprobd que la sensibilidad para distinguir entre be-
nignidad y malignidad utilizando la coexpresion de
dos marcadores (CD44v6 y galectina-3) era sustan-
cialmente menor que utilizando galectina-3 sola (0,88
frente a 1,00), por lo que actualmente se duda de la
utilidad real de CD44v6.

PROTEINA DEL GEN DEL RETINOBLASTOMA (pRb)

La proteina del gen del retinoblastoma (pRb) se ex-
presa en el nicleo de todas las células (fig. 1), donde
puede existir en un estado hiperfosforilado inactivo y
en un estado hipofosforilado activo. En su estado acti-
vo, pRb sirve como freno del avance de las células de
la fase G1 a la fase S del ciclo celular. Cuando las cé-
lulas son estimuladas por factores de crecimiento, la
proteina Rb es inactivada por fosforilizacién, permi-
tiendo a las células que pasen el punto de restriccion
(control) que hay entre la fase G1 y la fase S. Una vez
que las células entran en la fase S, estan programadas
para dividirse. Durante la fase M los grupos fosfato
son eliminados de pRb por fosfatasas celulares, dando
lugar a la forma hipofosforilada de la proteina. La
pRb hipofosforilada detiene el ciclo celular al formar
un complejo con los factores de transcripcion induci-
bles, como Myc y E2F. Estos complejos se unen al
ADN e inhiben activamente la transcripcion de los ge-
nes de la fase S, impidiendo asi la divisién celular. La
proteina Rb estd codificada por el gen RB, que es un
gen supresor de tumores que se halla localizado en la
banda 14 del brazo largo del cromosoma 13.

La inmunorreactividad nuclear de la proteina Rb se
evalud cuantitativamente utilizando inmunohistoqui-
mica con estreptavidina-biotina-peroxidasa y andlisis
de imagen en un pequefio panel de neoplasias tiroi-
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deas y en dos lineas celulares (CV-1 y SAOS-2), em-
pleadas como controles positivo y negativo, respecti-
vamente?!. Se llegé a la conclusién de la existencia de
variaciones estadisticamente significativas en el grado
de tincién para pRb entre varias neoplasias tiroideas.

En otro interesante estudio® se encontré una mayor
incidencia de recurrencia en aquellos casos que no ex-
presaban Rb y en que, sin embargo, la tasa de supervi-
vencia a 10 afios era superior para los pacientes que
expresaban Rb normalmente. A partir de estos resulta-
dos, se sugirié que la valoracién de la expresion de la
proteina Rb mediante técnicas inmunohistoquimicas
podia ser util para determinar la posibilidad de recu-
rrencia y predecir la evolucién de los carcinomas tiroi-
deos.

En un trabajo mds reciente se estudi6 la utilidad de
la deteccién inmunohistoquimica de pRb para distin-
guir entre tumores tiroideos benignos y malignos en te-
jidos fijados en formol e incluidos en parafina. Se de-
mostré que la mayoria de los tumores benignos no
Hiirthle presentaba expresion nuclear positiva de Rb en
la mayoria de los casos (51 de 53 casos [96%]). Con-
trariamente, los tumores tiroideos malignos habian per-
dido la expresion de pRb, en la mayoria de los casos
(42 de 51 casos [82%]), incluyendo todos los carcino-
mas papilares (23 de 23) y casi todos los carcinomas
foliculares (8 de 9 [89%)]), llegandose a la conclusién
de que la inmunohistoquimica para Rb puede ayudar a
distinguir entre tumores malignos y benignos como
complemento a la morfologia convencional. Esto pare-
cia también aplicable a la problemadtica entre el adeno-
ma folicular y la variante folicular del carcinoma papi-
lar (sensibilidad y especificidad del 100%), y también
al carcinoma folicular minimamente invasivo (sensibi-
lidad del 89% y especificidad del 100%).

c-Met (HGF-R)

c-Met es el receptor del factor de crecimiento de los
hepatocitos, un factor segregado por las células de ori-
gen mesenquimatoso, que estimula la proliferacion, la
motilidad y la morfogénesis de las células epiteliales.
Es una glucoproteina transmembranal (fig. 1) com-
puesta por una subunidad alfa extracelular (de 50
kDa) y una subunidad beta transmembranal (de 145
kDa), unidas por puentes disulfuro. El dominio cito-
plasmaético de la subunidad beta tiene actividad tirosi-
na-cinasa dependiente del ligando.

Utilizando inmunohistoquimica se observé una alta
expresion de c-Met en carcinomas papilares (100%),
aunque también estaba presente en bocios adenomato-
s0s (25%) y adenomas foliculares (44%)*.

En otro estudio mas reciente se evalud si la inmuno-
tincion para c-Met de muestras citolégicas de aspira-
dos con aguja fina podia ser util para el diagndstico
preoperatorio del cancer tiroideo®. Se examinaron 80
lesiones tiroideas de piezas quirdrgicas diagnosticadas
como sospechosas por citologia convencional. En las
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lesiones clasificadas como sospechosas en la citolo-
gia, la inmunotincién para c-Met fue positiva en 12 de
14 carcinomas papilares (85,7%), 8 de 11 variantes fo-
liculares de carcinoma papilar (72,7%), 7 de 25 carci-
nomas foliculares (28%) y 5 de 5 adenomas atipicos.
Por el contrario, ninguna de las 25 lesiones citoldgica-
mente sospechosas, aunque histolégicamente benig-
nas, fue positiva. A partir de estos datos se sugirié que
la inmunotincién para c-Met de muestras citoldgica-
mente sospechosas podria ser ttil para ayudar a iden-
tificar lesiones malignas, especialmente aquellas con
un histotipo papilar.

También en este caso hay que resaltar que, en un es-
tudio reciente de expresion génica en carcinomas pa-
pilares tiroideos utilizando micromatrices de ADN
(microarrays), se ha comprobado la sobreexpresion
del gen c-Met en todas las muestras de cdncer papilar
tiroideo'?.

CITOQUERATINA-19 (CK-19)

CK-19 es una queratina de bajo peso molecular pre-
sente en las células de los epitelios simples y es un
componente minoritario de los epitelios estratificados,
como la capa de células basales.

Varias investigaciones han demostrado que la expre-
sion de CK-19 en el parénquima tiroideo folicular nor-
mal es muy limitada o focal, mientras su expresion en
carcinomas papilares es muy fuerte y difusa, por lo que
se ha propuesto que CK-19 es un marcador util para
distinguir el carcinoma papilar del adenoma, asi como
del carcinoma folicular y del nédulo hiperpldsico®?.

Nasser et al?® valoraron la utilidad diagnéstica de
CK-19 para detectar eficazmente el carcinoma papilar
en preparaciones citologicas de aspirados con aguja
fina. Realizaron una tincién inmunocitoquimica para
CK-19 en aspirados de 37 carcinomas papilares y en
otras 36 lesiones. Se identificé una reactividad inmuno-
citoquimica positiva para CK-19 en 34 de los 37 carci-
nomas papilares y en una de las otras 36 lesiones tiroi-
deas (sensibilidad del 92% y especificidad del 97%). El
unico falso positivo fue un adenoma folicular con areas
focales de hiperplasia papilar. Los otros aspirados, que
incluian tiroiditis de Hashimoto, bocio multinodular,
adenoma folicular y neoplasias oncociticas, fueron ne-
gativos. Se concluyd que CK-19 podria ser una herra-
mienta eficaz, sensible y especifica para el diagndstico
del carcinoma papilar en muestras de PAAF.

En un estudio més reciente®, realizado en tejido ti-
roideo fijado en formol e incluido en parafina, se com-
prob6 que la mitad de los carcinomas foliculares y los
carcinomas anapldsicos no presentaban inmunopositi-
vidad para CK-19, mientras que el 57% de las varian-
tes foliculares de los carcinomas papilares y el 50% de
los carcinomas insulares presentaban positividad. En
este estudio, la CK-19 se utilizé junto con HBME-1 y
Ret, proponiéndose la combinacion con estos dos mar-
cadores para el andlisis de nddulos tiroideos de dificil

diagnéstico, ya que s6lo raramente los tres marcadores
serian negativos en el carcinoma papilar tiroideo.

Es importante resaltar también que, utilizando mi-
cromatrices de ADN, se ha comprobado la sobreex-
presion del gen KRT19 (que codifica la CK-19) en to-
das las muestras de cancer papilar tiroideo!?.

AgHBME-1

HMBE-1 es un anticuerpo monoclonal generado
contra un antigeno desconocido de la superficie de las
microvellosidades apicales de las células mesoteliales.
Este antigeno también estd presente de forma variable
en algunos adenocarcinomas. Se ha demostrado que el
anticuerpo HBME-1 tiene reactividad significativa en
cortes histoldgicos de tumores malignos de tiroides de
origen folicular.

Al estudiar inmunohistoquimicamente 463 casos,
tanto de tumores tiroideos como de tejidos normales,
se comprobd que todos los carcinomas papilares
(145) y todos los carcinomas foliculares (27) eran
HBME-1 positivos®. Por el contrario, los casos de
bocio nodular e hiperplasia papilar no presentaban re-
actividad o eran focalmente positivos (sélo en un ter-
cio de los casos). En este estudio también se utilizo el
anticuerpo CD15, que reconoce un epitopo glucidico
que pertenece a un antigeno del grupo sanguineo Le-
wis X. El patrén de reactividad de CD15 fue similar
al de HBME-1, aunque el porcentaje de células tumo-
rales con tincién positiva era menor. Los carcinomas
anapldsicos fueron negativos tanto para HBME-1
como para CD15. Con estos datos, los autores con-
cluyeron que tanto HBME-1 como CD15 podrian ser
de ayuda en el diagndstico histolégico diferencial en-
tre lesiones benignas y carcinomas tiroideos diferen-
ciados.

Otros autores® evaluaron la utilidad diagndstica de
HBME-1 en muestras de tiroides obtenidas por aspira-
cion con aguja fina. Estos autores estudiaron 24 aspi-
rados de 23 pacientes, ademads de sus correspondientes
muestras histolégicas y bloques celulares, observando
que 8 de 14 aspirados de tumores malignos (57%) pre-
sentaban una fuerte inmunorreactividad citoplasmati-
ca y/o de membrana para HBME-1, mientras que las
10 lesiones benignas eran negativas. Todos los cortes
histolégicos correspondientes a tumores malignos fue-
ron positivos para HBME-1 y se observé positividad
focal en 5 de 10 muestras de reseccion benignas. Con
estos datos se concluyd que la inmunotincién positiva
para HBME-1 en aspirados con aguja fina de tiroides
evidencia que un resultado negativo no necesariamen-
te excluye el diagndstico de carcinoma de tiroides,
pero se puede aplicar eficazmente en las muestras de
PAAF como complemento a la citologia convencio-
nal.

Rigau et al*? evaluaron si el andlisis inmunohisto-
quimico de HBME-1 podia diferenciar las lesiones ti-
roideas benignas de las malignas. Se analizaron 50 tu-
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mores benignos y 87 malignos. Todos los carcinomas
papilares (67) fueron HBME-1 positivos, y 14 de 20
carcinomas foliculares bien diferenciados (70%) fue-
ron HBME-1 positivos. De 29 adenomas foliculares
atipicos, 13 (44,8%) fueron débil y focalmente positi-
vos para HBME-1, igual que 4 de 21 hiperplasias no-
dulares (19%), llegandose a la conclusién de que
HBME-1 podria tener un valor adicional para el diag-
néstico de los tumores malignos tiroideos, especial-
mente papilares.

CICLOOXIGENASA-2 (COX-2)

COX es un grupo de enzimas responsable de la sin-
tesis de prostaglandinas. Se conocen al menos dos iso-
formas de COX, COX-1 y COX-2. Ambas formas son
enzimas asociadas a la membrana. COX-1 se expresa
constitutivamente en muchos tejidos, donde los meta-
bolitos del 4cido araquidénico tienen un papel en las
funciones homeostdticas protectoras. Por otro lado, la
actividad de COX-2 es normalmente indetectable en
la mayoria de los tejidos y es sobre todo una enzima
inducible. En algunas células, como monocitos, ma-
créfagos, sinoviocitos, células endoteliales y condro-
citos, COX-2 se expresa en valores elevados tras la in-
duccién por mediadores inflamatorios (como la
interleucina-1 y el factor de necrosis tumoral) y facto-
res de crecimiento. La actividad enzimatica de COX-2
inicia la sintesis de metabolitos de 4cido araquidénico
que median dolor, inflamacién, diferenciacién celular
y mitogénesis. Recientemente, COX-2 se ha implica-
do en la patogenia de numerosos tipos de carcinomas
epiteliales, entre los que se encuentran los tumores ti-
roideos, ademds de estar elevada su expresion en va-
rias enfermedades inflamatorias®.

Las dos isoformas, COX-1 y COX-2, son estructu-
ralmente similares, pero son codificadas por genes
distintos que difieren en su expresion y distribucién ti-
sular. EI gen COX-1 contiene una regién promotora
sin una secuencia TATA, y se expresa de forma consti-
tutiva. En contraste, el gen COX-2 contiene segmen-
tos de ADN que permiten una rdpida sobreexpresion
en respuesta a estimulos apropiados. La homologia en
la secuencia aminoacidica de COX-1 y COX-2 es
aproximadamente del 60%. Sin embargo, en la regién
del sitio activo, la homologia aminoacidica es aproxi-
madamente del 90% y ambas isoformas contienen un
largo y estrecho canal hidrofébico con una curvatura
en horquilla al final para acomodar el acido araquidé-
nico como sustrato. Una tunica diferencia en un ami-
noécido simple en la pared del canal hidrofébico (po-
sicién 523) de COX-1 y COX-2 se ha utilizado para
desarrollar inhibidores especificos de COX-2%.

Un estudio muy reciente con 14 tumores benignos
de tiroides y 14 tumores malignos, en los que se estu-
di6 la expresién de COX-2 mediante inmunotransfe-
rencia, RT-PCR e inmunohistoquimica, puso de mani-
fiesto que los valores de ARNm de COX-2 estaban
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significativamente aumentados en los tumores malig-
nos comparados con los benignos®. La expresion de la
enzima COX-2 fue mds alta en 8 de 10 nddulos tiroi-
deos, comparados con el tejido adyacente. El andlisis
inmunohistoquimico demostr¢ la expresion de COX-2
en los tumores malignos pero no en los benignos, lo
que sugiere que la expresion de COX-2 podia servir
como marcador de malignidad en nédulos tiroideos.

En otro trabajo posterior se estudi6 la expresion de
COX-2 en carcinomas tiroideos y en tiroiditis de Hashi-
moto®®. Se analizaron 20 muestras de tejido incluido en
parafina que correspondian a tejido normal, tejido infla-
matorio y tejido tumoral, y mediante la tincién inmu-
nohistoquimica se constatd la presencia de COX-2 en
los tumores malignos, incluyendo carcinomas papilares
y foliculares. Ademds, la expresion de COX-2 se obser-
v6 en tiroiditis de Hashimoto pero no en tejido tiroideo
normal, el bocio multinodular o el carcinoma anaplési-
co. Por tanto, la COX-2 se expresa en el carcinoma ti-
roideo y en la tiroiditis de Hashimoto pero no en el ti-
roides normal. La expresion de COX-2 en estas dos
enfermedades tiroideas podia suministrar una base para
la relacion entre la carcinogénesis y la autoinmunidad.

Intentando aclarar las relaciones de la expresion de
COX-2 en la tumorigénesis tiroidea y la tiroiditis lin-
focitaria, Nose et al*’ evaluaron inmunohistoquimica-
mente los valores de COX-2 y los compararon con la
sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS), una enzima
que se expresa en muchos tipos celulares inducida por
las citocinas producidas en los procesos inflamatorios.
Se observé una sobreexpresion de COX-2 y de iNOS
en células epiteliales de tiroiditis linfocitica, adenoma
folicular y carcinoma papilar, mientras que el epitelio
tiroideo normal demostrd poca expresion. Ademds, se
encontré una correlacién positiva significativa entre
las dos enzimas en todos los casos. La expresioén au-
mentada de COX-2 e iNOS sugiere que desempefan
papeles importantes en los procesos inflamatorios que
subyacen a la tiroiditis linfocitica y a la tumorigénesis
tiroidea.

TELOMERASA (hTERT)

En cada divisién celular normal se pierde una cierta
cantidad de ADN de los telémeros, lo que limita a la
larga el numero de divisiones que colaboran en el pro-
ceso general de envejecimiento. Sin embargo, deter-
minadas células (tumorales) tienen capacidad para re-
cuperar esta pérdida y mantener la inmortalidad
gracias a una enzima reparadora denominada telome-
rasa (T), una polimerasa de ADN encargada de la res-
tauracion del tamafio del telomero después de cada
mitosis que estd dirigida por ARN. La telomerasa hu-
mana es, por tanto, una transcriptasa inversa, pero a
diferencia de la transcriptasa inversa viral y del resto
de ADN polimerasas, la telomerasa sintetiza ADN te-
lomérico ex novo, sin necesidad de cebador alguno?®.
Consiste en un complejo ribonucleoproteico dentro
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del que nos interesa distinguir dos aspectos: a) el
componente nucleotidico o “ARN de la telomerasa”
(human telomerase RNA, hTR) que sirve de molde
para la sintesis de nuevas secuencias teloméricas, y b)
el componente proteico, que incluye a su vez dos tipos
de proteinas, las estructurales (como la proteina 1 aso-
ciada a la telomerasa [hTP1], la proteina hStau, la
L.22, de funcién poco clara) y la catalitica (que contie-
ne la actividad enzimdtica) denominada “transcriptasa
inversa de la telomerasa” (human telomerase reverse
transcriptase, h\TERT). Esta ultima subunidad seria en
realidad la dnica con actividad telomerasa propiamen-
te dicha®*,

En lineas celulares inmortalizadas, carcinomas, cé-
lulas premalignas y aquellas con capacidad proliferati-
va a largo plazo es donde se expresa habitualmente
el gen de la hTERT, mientras que el gen de la hTR y el
gen de la hTP1, por ejemplo, se expresan también en
células normales®!.

Para explicar los hallazgos que se citan a continua-
cién vamos a destacar las tres estrategias mas impor-
tantes utilizadas para detectar la actividad telomerasa:
la prueba TRAP (telomerase repeat amplification pro-
tocol), la RT-PCR (reverse transcriptase-polymerase
chain reaction) y la IHQ (inmunohistoquimica).

Por un lado, la técnica més utilizada para detectar la
actividad de la enzima telomerasa en los diversos teji-
dos es la TRAP*2. Sin embargo, en los estudios sobre
tiroides se llegd a la conclusién de que la TRAP no
aportaba ninguna informacion adicional respecto a la
citologia convencional. La explicacion parece ser que
los cambios inflamatorios asociados tanto a lesiones
benignas como a malignas pueden implicar también
una actividad telomerdsica independientemente del
grado de malignidad®.

Por otro lado, con el empleo de RT-PCR se observé
que hTR se expresa en el 27% de las hiperplasias
nodulares de tiroides, el 67% de los microcarcinomas
papilares, el 56% de los carcinomas papilares, el
56% de los foliculares, el 100% de los oncociticos
(Hiirthle) y el 75% de los anaplasicos indiferencia-
dos, pero no se observé una correlacion significativa
entre esta expresion de hTR y el estadio tumoral o las
metastasis*. Es decir, la expresiéon de hTR, aunque
podria permitir una evaluacién cuantitativa, tendria
una baja sensibilidad®’. Por el contrario, examinando
la expresion del ARNm de la hTERT mediante RT-
PCR en 37 muestras de nédulos tiroideos, Saji et al*!
detectaron hTERT en el 79% de las neoplasias malig-
nas y s6lo en el 28% de los nddulos benignos. Sin em-
bargo, todos los nédulos benignos en los que se en-
contré expresion de hTERT presentaban una tiroiditis
linfocitaria y en ninguna de las muestras de tiroides
normal se encontré expresion del gen de hTERT. Es
decir, la expresion de hTERT parece mas util que la
hTR para distinguir entre lesiones benignas y malig-
nas de tiroides, aunque seguirfa existiendo una posible
interferencia de los procesos inflamatorios. Similares
resultados encontraron Aogi et al*® en muestras de te-

jido tiroideo congelado: expresion del ARNm de
hTERT en el 67% de las muestras malignas y en el
29% de las muestras benignas. Zeiger et al* examina-
ron 24 muestras de PAAF de nédulos tiroideos y obtu-
vieron positividad para hTERT mediante RT-PCR en
el 93% de las muestras malignas, y sélo un 10% de
positividad en las lesiones benignas, por lo que con-
cluyeron que la deteccién de la expresion del ARNm
de la hTERT en muestras de PAAF de tiroides podria
servir como marcador diagndstico para distinguir las
lesiones tiroideas benignas de las malignas. Ademads,
el mismo grupo comprob6 que esta técnica podia rea-
lizarse incluso en muestras antiguas de PAAF tefiidas
de forma sistematica con Diff Quick mientras no su-
perasen los 3 afios de antigiiedad™.

Por ultimo, la deteccion de hTERT mediante inmu-
nohistoquimica (IHQ) tiene la ventaja de realizar una
evaluacién in situ de hTERT, pero la desventaja de
que el andlisis cuantitativo seria dificil aun con méto-
dos de andlisis de imagen. Hiyama et al*! lograron de-
tectar h"TERT mediante THQ en diferentes tejidos (en-
tre ellos tiroides), obteniendo una fuerte expresion de
hTERT sdlo en los linfocitos que acompafiaban al teji-
do tiroideo normal (no probaron con muestras neopla-
sicas tiroideas, ni benignas ni malignas). Sin embargo,
Straight et al>> han comunicado recientemente sus re-
sultados de THQ para telomerasa en 45 cortes de lesio-
nes tiroideas en nifios y adolescentes, donde describen
que la intensidad de la expresion de telomerasa (medi-
da en unidades arbitrarias subjetivas) es mayor en los
carcinomas foliculares, después en los papilares, se-
guida de los tumores benignos y, por dltimo, en las le-
siones autoinmunitarias y, lo que es mds importante,
que las lesiones que presentaban expresion de telome-
rasa coincidian con las de mayor agresividad (mayor
riesgo de invasion tisular, metdstasis y recurrencia).
Con todo, la telomerasa detectada por IHQ parece to-
davia limitada como técnica diagnostica para distin-
guir la benignidad de la malignidad en tiroides, puesto
que también estd presente en lesiones benignas (85%)
utilizando la metodologia descrita hasta ahora.

CONCLUSIONES

En los ultimos afios se estd haciendo mds evidente
la necesidad de aplicar los conocimientos y las técni-
cas moleculares en el estudio del nédulo sélido tiroi-
deo como complemento a las clasicas técnicas morfo-
l6gicas. La PAAF ha demostrado ser un método
eficaz, seguro y barato para la obtencién y el estudio
de muestras de nddulos tiroideos sospechosos de ma-
lignidad, siempre que la calidad de la muestra (técnica
adecuada) y la exactitud del lugar de obtencién del
material (monitorizacion ecografica) sean fiables. La
tincion quimica para la citologia convencional es senci-
lla y, entre las técnicas moleculares aplicables a este tipo
de muestra, la mds asequible es la inmunocitoquimica.

Los marcadores moleculares de cancer de tiroides
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mas estudiados, desde el punto de vista inmunoquimi-
co en muestras de PAAF, son TPO47 y galectina-3.
CD44v6, segin hemos observado, no parece ser tan
util como se pensaba al principio. Respecto a pRb, c-
Met, CK-19, HBME-1, COX-2 y hTERT, aunque se
consideran muy prometedores, se dispone de menos
experiencia.

Es importante resaltar que la expresion normal de
TPO47 y pRb corresponderia en realidad a datos de
benignidad, mientras que el resto serian marcadores
de malignidad con mayor especificidad para uno u
otro tipo de tumor. En general, todos parecen tener
una buena sensibilidad y especificidad para distinguir
entre malignidad y benignidad, pero ademds algunos
se manifiestan especialmente utiles para determinados
tipos histolégicos, como TPO47 para la variante foli-
cular del carcinoma papilar (FVPCT), galectina-3 para
papilar y Hiirthle, pRb para Hiirthle, hTERT para foli-
cular y los demds (c-Met, CK-19, HMBE-1 y COX-2)
para carcinoma papilar. Ademds, la actividad telome-
rasa hTERT parece relacionarse con una mayor agre-
sividad neoplasica.

Ademads, existe una amplia lista de otros marcadores
potencialmente dtiles (TGFbeta, pS3, p27kip1, CD30,
Ki-67, etc.) que estdn esperando a ser aplicados a la
clinica para conocer su potencial utilidad, ya sea aisla-
damente o en bateria con otros. La adecuada utiliza-
cion de estos marcadores contribuiria a lograr una ma-
yor exactitud en el diagnéstico por PAAF en los casos
mads dificiles y evitar asi tiroidectomias innecesarias,
mientras se estd a la espera de poder contar algin dia
con eventuales técnicas genéticas mds potentes que,
aunque costosas, podrian ser mds convenientes con el
tiempo en la practica de la clinica diaria.
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