Revisiones

DIAGNOSTIC UTILITY OF TUMORAL
MARKERS IN FINE-NEEDLE
ASPIRATION CYTOLOGY OF THYROID
NODULES

Thyroid nodules are common, affecting
approximately 10% of the general
population. Fine-needle aspiration biopsy
has become the mainstay of thyroid
nodule evaluation. The overall accuracy of
this procedure is excellent but suspicious
or indeterminate cytological samples can
pose a diagnostic and management
dilemma. In the attempt to find a molecular
marker useful as an aid for cytological
diagnosis, at least 70 molecular markers
have been analyzed in thyroid nodules.
This review focuses on some potential
markers, such as thyroid peroxidase,
thyroglobulin, telomerase, galectin-3,
RET/PTC and p53; a few of these potential
markers, such as thyroid peroxidases,
thyroglobulin and galectin-3, can be
studied in routine pathology laboratories
and are promising, but do not yet fulfill the
criteria for use in clinical practice. The
American guidelines and the European
consensus for the management of thyroid
nodules and differentiated thyroid cancer
do not recommend their use because the
evidence provided is insufficient.

Key words: Fine-needle aspiration biopsy. Thyroid
peroxidase. Thyroglobulin. Telomerase. Galectin-
3. RET/PTC. p53.
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Los nédulos tiroideos son muy frecuentes y afectan aproximadamente al
10% de la poblacidon general. La citologia tras aspiracidn con aguja fina es
uno de los puntos de partida en la evaluacion del nédulo tiroideo y su
precision es excelente, pero las muestras de citologia sospechosas o
indeterminadas son un dilema diagndstico y de conducta a seguir. Se ha
intentado buscar un marcador o marcadores moleculares utiles para la
ayuda al diagnostico citoldgico y se han analizado mas de 70 moléculas
con este propdsito. En esta revision se orienta sobre todo al estudio de
algunos, como peroxidasa tiroidea, tiroglobulina, telomerasa, galectina 3,
RET/PTC y proteina p53; de ellos, unos pocos, como la peroxidasa
tiroidea, la tiroglobulina y la galectina 3, se pueden estudiar en el
laboratorio habitual y son prometedores, aunque no cumplen todos los
criterios requeridos para su uso en la practica clinica. La guia
estadounidense y el consenso europeo para la conducta a seguir ante el
nédulo tiroideo y el cancer diferenciado de tiroides no recomiendan su
utilizacién, ya que las evidencias que presentan son insuficientes.

Palabras clave: Citologia tras puncion-aspiracion con aguja fina. Peroxidasa tiroidea.
Tiroglobulina. Telomerasa. Galectina 3. RET/PTC. Proteina p53.

INTRODUCCION

Mis del 10% de la poblacién general desarrollard nédulos a lo
largo de su vida y ademds se ha observado un aumento del nimero
de cancer de tiroides en las ultimas 3 décadas, lo que, por ejemplo,
supuso el diagndstico de 240.000 nuevos casos en Estados Unidos
en el afio 2004!. Todo esto es debido, en parte, a que son diagnos-
ticados con mas frecuencia, por la mejoria de las técnicas de ima-
gen y de otros procedimientos. Hoy dia la citologia tiroidea tras
puncidn-aspiracién con aguja fina (PAAF) constituye el punto de
partida del diagndstico diferencial del nddulo tiroideo, tal como se
expone tanto en la guia estadounidense? como en el consenso eu-
ropeo?, es la conducta a seguir ante el nédulo y el carcinoma dife-
renciado de tiroides. No obstante, en las muestras de citologia de

Correspondencia: Dr. J.M. Gémez.

Servicio de Endocrinologia y Nutricién. Hospital Universitario de Bellvitge.
Feixa Llarga, s/n. 08907 L’Hospitalet de Llobregat. Barcelona. Espafia.
Correo electrénico: jmgs @csub.scs.es

Manuscrito recibido el 20-2-2007 y aceptado para su publicacién el 12-3-2007.

Endocrinol Nutr. 2007;54(9):485-90 485



Gomez JM. Utilidad de los marcadores tumorales en la citologia del tiroides

TABLA 1. Marcadores potenciales de desdiferenciacion

Telomerasa

Galectina 1y 3

Fibronectina

Lactoferrina

Fusion PAX8-PPARYy
Proteincinasa C

LEU 7, LEU M1

RAS

Proteina p53

Proteina p63

Proteina S-100

Rb

Receptor del factor de crecimiento epidérmico
Caveolina

14-3-3s

Receptor de somatostatina
Receptor del factor de crecimiento de los fibroblastos
CA-19

Betacatenina

Oncoproteina C-erbB
Oncoproteina HER-2 (C-erbB-2)
Oncoproteina KIT

Bcl-2

TRK
Dipeptidil-diaminopeptidasa IV
PCNA

C-myc

Gen RET/PTC

CD97

CD44V

CD34

CDI19

CD57(LEU 7)

Transforming growth factor 3
Factor de crecimiento epidérmico

Factor de crecimiento endotelial
MDM?2

RAB

RXRa

Mcm-2

S100A9

Ciclinas D1, E, p27, p21
GLUT-1

Lamina

Citoqueratina

Muc 1

Receptor de estrogenos
C-erb

E-caderina

MET

DAP

Ki-67

Grupo 1 de alta movilidad
HBME-1

FHL1

DIO1

CITEDI1

CAl2

FN1

ECMI

TMPRSS4

EpCAM
Ciclooxigenasa 2

Ets-1

IGF-II

Perfiles

Ploidia del ADN
Microsondas genéticas
Protedmica

14-3-3s: regulador del ciclo celular; Bel-2: oncogen; Caveolina: inhibidor de sefial de transduccién; CD: marcadores de linfocitos; C-erb: oncoproteina; C-
myc: oncogen; DIOI, CITEDI, CAI2, FNI: genes; ECM1, TMPRSS4, EPCAM: moléculas de adhesién; Ets-1: factor de proliferacién tiroidea; GLUT-1:
transportador de glucosa 1; HBME-1: Hector Battifora mesothelial cell; Ki-67: marcador de proliferacién celular; LEU 7, LEU M1: fenotipos linfocitarios;
Mcm-2: minichromosome maintenance protein-2; PAX 8: factor de transcripcion del tiroides; PCNA: proliferating cell nuclear antigen; PPARYy: peroxisome-
proliferator-activated receptory; RAB: receptor beta del acido retinoico; RXRa: receptor alfa del dcido retinoico; S100A9: proteina transportadora del calcio;

TRK: tirosincinasa.

los nddulos tras PAAF, del 60 al 70% se considera be-
nignas; el 5%, malignas, y entre el 10 y el 30%, inde-
terminadas o sospechosas. De estas ultimas, sélo el
20-25% es finalmente cdncer tras la cirugia, con lo
que del 75 al 80% de los pacientes de este subgrupo
sufrirdn una tiroidectomia, en muchos casos innecesa-
ria*s. En los que presentan citologia sospechosa se
puede encontrar una superposicion de hallazgos cito-
16gicos entre: nédulo hiperplésico, adenoma folicular,
adenoma de células de Hiirthle, cancer de células de
Hiirthle y variante folicular del carcinoma papilar. Nu-
merosos estudios han intentado matizar mejor sus ca-
racteristicas por la presencia de coloide, atipias nu-
cleares, superposiciéon de ntcleos, etc., que ha sido
insuficiente’.

Los avances recientes en inmunocitoquimica, ensa-
yos basados en actividad enzimdtica, reaccién en cade-
na de la polimerasa cuantitativa, etc., han hecho posible
otro tipo de andlisis, asi como la bisqueda de marcado-
res de diferentes caracteristicas y naturaleza, cuya ren-
tabilidad se ha de considerar en esta revisionS!!,

Las condiciones ideales que debe reunir el marcador
tumoral de la citologia son: a) deberia distinguir los
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nédulos benignos de los malignos, especialmente en
los casos indeterminados; b) deberia ser confirmado
por diferentes grupos de investigadores; ¢) deberia po-
derse utilizar en las muestras extraidas por puncién, y
d) seria de gran interés que ademads tuviese significado
prondstico y fuese indicativo de la patogenia y las op-
ciones terapéuticas®.

Se ha analizado mds de 70 marcadores moleculares
(tabla 1) y algunos de ellos con gran interés cientifico,
pero ninguno ha llegado a ser atn de uso habitual en
clinica.

MARCADORES TUMORALES
ESTUDIADOS

Son numerosos y de naturaleza diferente y pueden
agruparse en: marcadores de diferenciacién y marca-
dores de desdiferenciacion. Los de diferenciacion son:
peroxidasa tiroidea, tiroglobulina, receptor de tirotro-
pina (TSH), intercambiador Na/I (NIS), deyodasa ti-
roidea y factores de transcripcion del tiroides PAXS y
TTF-1 (thyroid transcription factor-1).
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MARCADORES DE DIFERENCIACION

Peroxidasa tiroidea

Es uno de los mds estudiados y prometedores, ya que
inicialmente se demostrd que estaba en tejido normal y
formaciones benignas y no estaba o era escaso en los
canceres. Se expresaria en tejido normal pero no el
neopldsico y ademds se generaron anticuerpos mono-
clonales comerciales especificos'>!* (MoAb 47) lo que
permite en la actualidad la inmunocitoquimica. La
muestra se considera benigna si mds del 80% de las cé-
lulas son positivas para peroxidasa tiroidea. En las cito-
logias intermedias su utilidad es relativa, ya que el 60%
de los que presentan mds del 80% de positividad son
benignos, seglin un andlisis comparativo de 6 series de
la literatura médica', y el resto, malignos. Por todo
ello, con los datos expuestos, la opinién actual es que
su utilidad es limitada ya que tendria una especificidad
diagndstica del 60% y una sensibilidad del 79%.

Tiroglobulina y receptor de la tirotropina

Puede ser determinada en el bloque celular a partir
de la citologia extraida por PAAF, tal como se reco-
mienda en el consenso europeo® como demostracién
de que se trata de tejido tiroideo. Por otro lado, la ex-
presion reducida del ARNm de tiroglobulina se obser-
va en piezas quirtrgicas del cancer de tiroides'>'S,
Mis recientemente se ha demostrado que también se
puede determinar en citologia de adenopatias metasta-
sicas o de restos cervicales diluyendo la aguja de la
puncién, y en lo obtenido tras el lavado se mide la ti-
roglobulina, en la que se ha demostrado que no inter-
fieren los anticuerpos antitiroglobulinicos circulantes
del paciente, con lo que mejora el resultado de la cito-
logia'. Si ademds la PAAF se realiza guiada por eco-
graffa, se llega a obtener una sensibilidad del 100%
con este procedimiento, aunque no se pueda valorar la
especificidad en la serie dado el escaso nimero de
adenopatias debidas a otros procesos y, por lo tanto,
negativos para cancer!'s,

También se ha mostrado en los casos de citologia
indeterminada la concordancia diagnéstica entre la
presencia de ARNm del receptor de la TSH en la
muestra de citologia, su presencia en sangre circulante
y la benignidad o malignidad del nédulo, que es més
prevalente en los casos malignos'®.

MARCADORES DE DESDIFERENCIACION

Telomerasa

Los telémeros son secuencias repetitivas del ADN
que contribuyen a su estabilidad; disminuyen con cada
divisién celular y llevan finalmente a la apoptosis. La
telomerasa es una enzima con una proteina y un com-
ponente ARN que afiade repeticiones al final del ADN
y no suele estar en los tejidos del adulto. Se ha demos-

TABLA 2. Sensibilidad de la telomerasa?*?'

Por telomere
repeat-amplification

Por reaccion
en cadena de la

protocol polimerasa
Cancer 31/62 (50%) 120/154 (78%)
Adenoma 6/34 (17,6%) 40/81(49%)
Hiperplasia 4/125 (3,2%) 40/52 (18,8%)

trado que muchos tumores presentan actividad telome-
rasa que inmortaliza las células neopldsicas. Se deter-
mina por reacciéon en cadena de la polimerasa y enzy-
me-linked-immunoabsorbent assay o por telomere
repeat-amplification protocol, por ello no es un mar-
cador para uso habitual, que adem4s tiene el inconve-
niente de que proporciona falsos positivos en la tiroi-
ditis de Hashimoto que con frecuencia acompana al
cancer de tiroides??!, Todo ello hace que la telomera-
sa sdlo sea un instrumento auxiliar en el diagndstico
diferencial del cancer de tiroides. En la tabla 2 se re-
sumen los resultados de los estudios realizados hasta
la actualidad para la determinacién de telomerasa con
los 2 métodos mencionados?..

Galectina 3

La galectina 3, conocida también como L-14 o
HLBP14, forma parte de una familia de lectinas, no
integrinas, que transportan betagalactdsido; regula el
crecimiento, tiene funciones citostaticas, transporta la
lamina, interviene en la adhesion, la inflamacion, la
transformacion maligna y las metdstasis. Se puede de-
terminar en la citologia por inmunohistoquimica y
Western blot. Se expresa en el cancer de tiroides, es de
distribucién citoplasmadtica y nuclear y se conoce des-
de 1995%, Primero se detect6 en los carcinomas papi-
lares, después en los foliculares y también en los me-
dulares®*?*. Puede determinarse bien en citologia o en
piezas quirdrgicas de forma sencilla por la existencia
de anticuerpos comerciales para inmunohistoquimica.
Se sobreexpresa en la mayoria de los carcinomas foli-
culares pero también en los adenomas, entre el 1 y el
72%, segun los resultados acumulados de 8 series con
numerosos casos>>*!; por ello se piensa que no distin-
gue de forma fiable los adenomas de los carcinomas y
que podria representar un papel en la transformacién
del nédulo de benigno a maligno®.

La precision diagndstica de la positividad de galec-
tina 3 por inmunohistoquimica presenta una sensibili-
dad del 86%, una especificidad del 36%, un valor pre-
dictivo positivo del 53%, un valor predictivo negativo
del 75% y la precision diagndstica del 59%. Por lo
tanto, se puede utilizarla como un marcador suple-
mentario pero no absoluto?'.

RET/PTC

La inversién paracéntrica con fusién del protoonco-
gén RET con el gen H4/D10S170 o el gen RFG/ELE]
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da lugar a la forma activa RET/PTC que codifica una
proteina con actividad proteincinasa presente en el
50% de los canceres papilares, pero también en nédu-
los benignos (29,2%), por lo que su activacion por si
misma no es suficiente como marcador de malignidad.
Puede detectarse en la citologia mediante transcriptasa
inversa y reaccién en cadena de la polimerasa cuanti-
tativa, que no es de uso habitual y de dificil estandari-
zacion. En los estudios el 50% de los carcinomas pa-
pilares presentan el RET/PTC en la citologia extraida
por PAAF, pero su estudio es dificil y puede ser ttil en
combinacién con otros marcadores®!1%16:32,

Proteina p53

Es una fosfoproteina codificada por un gen supresor
que se une a secuencias especificas del dcido desoxirri-
bonucleico (ADN) regulando el ciclo celular y protei-
nas que inhiben la divisién celular, reparan el ADN y
promueven la apoptosis. Las formas mutadas son domi-
nantes e impiden que el ADN sea reparado en fase G1
y su vida media es de horas en lugar de minutos; esto
permite su deteccion relativamente facil por inmunohis-
toquimica. Su inactivacién por mutacion predispone al
crecimiento celular. El 50% de todos los canceres pre-
sentan mutaciones de p353, por lo que constituye la alte-
racién genética mds frecuente del cancer en general.

Sus mutaciones se observan entre el 0 y el 10% de
los cénceres papilares, en el 40% de los poco diferen-
ciados y entre el 60 y el 90% de los anaplasicos. Su
presencia se ha relacionado con peor prondstico, pero
no se piensa que sea el desencadenante de la transfor-
macién del nédulo de benigno a maligno. Por lo tanto,
tiene un gran potencial como indicador prondstico en
casos poco diferenciados o anaplésicos*!°.

Fusion PAX8-peroxisome-proliferator-activated
receptor gamma

Hay estudios recientes que demuestran la importan-
cia que puede tener la traslocacidon genética entre las
regiones 3p25 y 2q13 que supone la fusién del factor
de transcripcion tiroideo PAX8 con el peroxisome-
proliferator-activated receptor gamma (PPARY)?. Se
comporta como un oncogén** que acelera el creci-
miento celular, reduce la apoptosis y permite la unién
de las lineas celulares al lecho tisular que lo rodea.
Se ha descrito preferentemente en el carcinoma folicu-
lar, pero no es un marcador especifico del cancer de ti-
roides*. Su método de deteccién no es la inmunohis-
toquimica, sino la reaccidn en cadena de la polimerasa
cuantitativa a tiempo real. En la actualidad, se cree
que el carcinoma folicular que presenta esta fusion es
una entidad bioldgica diferente; los casos que presen-
tan PAX8-PPARY tipicamente expresan inmunopositi-
vidad para galectina 3 pero no para el factor Hector
Battifora mesothelial cell-1, tienden a presentarse en
pacientes mds jévenes y son de tamafio reducido pero
infiltrantes®-, a diferencia de los que presentan la
mutacién RAS que no expresan ni galectina 3 ni el
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factor Hector Battifora mesothelial cell-1. No se ha
utilizado como marcador, de forma sistemdtica hasta
la actualidad, en la citologia extraida por PAAF738,

Combinacién o perfiles de marcadores

Dadas las dificultades y limitaciones que presentan
los diferentes marcadores, se ha propuesto también la
utilizacion de sus perfiles, como® 131625272 q) Hector
Battifora mesothelial cell-1, citoqueratina de alto peso
molecular y RET/PTC; b) galectina 3 y peroxidasa ti-
roidea; c) galectina 3, fibronectina 1, gen CITIDED-1,
d) Hector Battifora mesothelial cell-1, citoqueratina
19, y e) Hector Battifora mesothelial cell-1 y galecti-
na 3

Otros marcadores

Se ha utilizado un gran nimero de ellos que inter-
vienen en la carcindgenesis o que se expresan en los
tumores de forma diferente. Su abordaje es multidisci-
plinario y dificil dada su complejidad y la variedad de
resultados que se han obtenido. Asi, se ha utilizado un
inhibidor del crecimiento de la sefial de transduccién
como la caveolina o reguladores del ciclo celular
como la 14-3-30 que interviene en el ciclo celular®.
Igualmente se ha estudiado las ciclinas y las cinasas
dependientes de las ciclinas, asi como las indepen-
dientes®. También se ha estudiado como marcador el
S100A9, una proteina transportadora del calcio rela-
cionada con la diferenciacién celular y que seria un
marcador de desdiferenciacién®*. También se ha ana-
lizado diferentes moléculas de adhesion, ya que se en-
cuentran sobreexpresadas en los carcinomas*?, Tam-
bién se ha estudiado marcadores de los linfocitos
natural-killer, como el CD57 cuya expresion aumenta-
da estarfa en los canceres, asi como el transportador
de glucosa (GLUT-1), cuya determinacién conjunta
con el CD57 no afiade nada mds al diagndstico de ma-
lignidad®. Se ha analizado diversos marcadores como
receptores del factor de crecimiento epidérmico, onco-
proteinas con capacidad de crecimiento y actividad ti-
rosincinasa, con resultados dificiles de interpretar y
controvertidos®®.

Numerosos genes son candiadatos a la tumorogéne-
sis del cancer de tiroides y también se los ha analizado,
especialmente desde el desarrollo de microsondas que
permiten el anélisis de multiples genes y la seleccién
de patrones generales que diluciden los que aparecen
en las células tumorales; este campo es uno de los que
mds expectativas despierta en la actualidad**’.

La proteémica se ha introducido recientemente no
para el estudio sistemdtico de las muestras extraidas
por PAAF, sino para validar los diferentes marcadores
potenciales; los estudios actuales confirman que las
mads apropiadas serian la galectina 3, la galectina 1y
la proteina S100C*.

Las conclusiones de la informacién de que dispone-
mos en la actualidad son que se han utilizado numero-
sos marcadores para mejorar la precision diagndstica
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en los casos de citologia indeterminada o sospechosa.
De ellos, los mds prometedores y asequibles son la pe-
roxidasa, la tiroglobulina y la galectina 3 como marca-
dores de diferenciacidn, tanto por los resultados obte-
nidos como por su practicabilidad, ya que se dispone
de ensayos comerciales para su determinacion. Su es-
tudio y los resultados han sido una fuente importante
de conocimiento de diversos aspectos de la carcinogé-
nesis en el cancer de tiroides. Con la informacion y la
experiencia reunidas hasta la actualidad, tanto la guia
estadounidense?® como el consenso europeo® sobre cén-
cer de tiroides no recomiendan su empleo debido a sus
limitaciones y a que las evidencias que presentan son
insuficientes.
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