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THE MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN
KINASE (MAPK) SIGNALING
PATHWAY IN PAPILLARY THYROID
CANCER. FROM THE MOLECULAR
BASES TO CLINICAL PRACTICE

In recent years, significant progress has
been made in elucidating the genetic
bases promoting tumorigenesis in various
human neoplasms. Constitutive activation
of the mitogen-activated protein kinase
(MAPK) signaling pathway is a major event
in the carcinogenesis of papillary thyroid
carcinoma (PTC), the most prevalent
endocrine malignancy. Affected elements
include RET/PTC rearrangements and point
mutations of the Ras and BRAF genes.
Mutations in these genes are found in over
70% of PTC. Chromosomal RET
rearrangements, called RET/PTC, result in
constitutive ligand-independent activation
of RET kinase, which was the first genetic
anomaly detected in PTC and is found in 5-
70% of tumoral samples. Although less
frequent, the activation of other tyrosine
kinase receptors, such as NTRK1, c-Met or
EGFR, has also been reported in PTC.The
BRAF mutation represents the most
common genetic alteration found in PTC.
More than 90% of BRAF mutations lead to
a change of a valine to a glutamic acid at
position 600 (V600E). Finally, Ras is the
least affected molecule in the pathway. A
relationship between clinical behavior and
these genetic alterations has been
proposed. Thus, the BRAF mutation is
associated with a more aggressive PTC
phenotype and is correlated with poorer
outcomes. However, no clear association
has been found between RET/PTC and
clinical features. The discovery of these
alterations opens the way to new
therapeutic strategies, especially to treat
those patients in whom conventional
therapy is not effective. Several new drugs
are being tested, such as small molecule
tyrosine kinase inhibitors. Some of these
recently developed agents have begun to
be used with promising results.
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Via de senalizacion dependiente
de la proteincinasa de activacion
mitogénica en el carcinoma
papilar de tiroides. De las bases
moleculares a la practica clinica
CARLES ZAFON Y GABRIEL OBIOLS
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En los ultimos anos se ha empezado a descubrir las bases genéticas de la
carcinogénesis en diferentes neoplasias humanas. La desregulacion de la
via de senalizacion dependiente de la proteincinasa de activaciéon
mitogénica (MAPK) es un mecanismo fundamental en la oncogénesis del
carcinoma papilar de tiroides (CPT), el tumor endocrino mas frecuente.
Concretamente, tres integrantes de la via —el receptor tirosincinasa RET,
Ras y BRAF- se encuentran implicados en mas del 70% de los casos. El
reordenamiento cromosémico de RET, denominado RET/PTC, ocasiona la
activacion enzimatica de esta tirosincinasa. Fue la primera alteracion
genética especifica del CPT y se encuentra en un 5-70% de las muestras
tumorales. En menor proporcion se han encontrado activaciones
constitutivas de otros receptores tirosincinasa, como NTRK1, c-met o
EGFR. La mutacién de BRAF es la alteracion genética mas frecuente en el
CPT. En la mayoria de los casos, la mutacion ocasiona un cambio de
valina por acido glutdmico en la posicién 600 (V600E). Finalmente, Ras es
la molécula menos afectada de la via. La presencia de estas alteraciones
se correlaciona, en algunos casos, con el comportamiento clinico de la
enfermedad. Asi, la mutacion de BRAF condiciona una mayor agresividad
y un peor pronéstico. No hay tanto consenso en el papel de RET/PTC. Por
otro lado, el descubrimiento de estas alteraciones abre la puerta a nuevas
estrategias terapéuticas, en especial para los pacientes en quienes el
tratamiento convencional resulta inefectivo. Entre las nuevas opciones se
encuentran los inhibidores de las tirosincinasas. Algunos farmacos de
esta familia han empezado a ser utilizados con resultados esperanzadores.
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INTRODUCCION

El cancer de tiroides es la neoplasia endocrina mas frecuente. En
un 3% de los casos afecta a las células C o parafoliculares y da
lugar al carcinoma medular. Otro 2% de los casos corresponde a la
forma indiferenciada denominada carcinoma anapldsico. Sin em-
bargo, la gran mayoria se engloba en el término carcinoma diferen-
ciado de tiroides (CDT), con dos formas principales, el folicular
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(15%) y el papilar (CPT) (80%)'. El CPT incluye un
grupo heterogéneo de neoplasias tiroideas compuesto
por diversas variantes con implicaciones para el pro-
noéstico también diferentes. Actualmente, el esquema
terapéutico comprende la tiroidectomia total, con exé-
resis simultinea de los ganglios del compartimento
central, la ablacién de restos con radioyodo (**'INa) y
el tratamiento con L-tiroxina a dosis supresoras de ti-
rotropina. Mediante este protocolo, se ha logrado una
gran mejora del prondstico de la enfermedad, con una
mortalidad que no excede el 10% a los 10 afios**. Por
esta razon, algunos investigadores clinicos han venido
considerando que la modalidad terapéutica podria ser
demasiado agresiva para la mayoria de los casos. Asi,
y a fin de seleccionar qué pacientes pudieran tener una
evolucion peor, se han propuesto varios factores pro-
nésticos. Los mds aceptados son la edad, el tipo histo-
16gico, la extension inicial de la enfermedad y el tama-
fio del tumor primario. A pesar de ello, no se ha
establecido la causa de que en algunos pacientes el
CPT sufre un proceso de desdiferenciacion que hace
que el tejido neopldsico pierda la capacidad de produ-
cir tiroglobulina y concentrar yodo, lo que convierte el
tumor en resistente al tratamiento convencional.

El conocimiento cada vez mas profundo de las bases
moleculares que rigen la transformacién neopléasica ha
puesto de manifiesto que la manera de caracterizar co-
rrectamente el cdncer de tiroides debe residir en los
factores genéticos involucrados en los mecanismos que
determinan la extension inicial de la enfermedad y el
proceso de desdiferenciacion.

Hace poco més de 20 afios Sturgill et al* detectaron
la presencia de actividad proteincinasa activada por in-
sulina en extractos de adipocitos 3T3-L1 con capaci-
dad para fosforilar un péptido identificado como MAP-
2. Durante estas dos décadas se ha llegado a detallar,
con elevada exactitud, la composicién de los elementos
que integran lo que hoy conocemos como via de sefia-
lizacion dependiente de la proteincinasa, mitogen-acti-
vated protein kinase (MAPK). Esta ruta, altamente
conservada desde microorganismos hasta mamiferos,
constituye una de las cascadas moleculares mas impor-
tantes en la regulacion de aspectos clave de la funcio-
nalidad celular como la diferenciacion, la proliferacién
y la migracién®. Su activacion transmite sefiales desde
distintos tipos de receptores de membrana hasta activar
factores de transcripcion nuclear (fig. 1). Una pequeiia
proteina de unién a guanosintrifosfato (GTP), denomi-
nada ras, es la molécula que actia como transductor
inicial y comin de la sefial iniciada tras la activacién
de los receptores de membrana. Ras se comporta como
un interruptor bimodal, con dos estados conformacio-
nales, uno activo y otro inactivo. La conformacién ac-
tiva produce la activaciéon de la MAP-cinasa-cinasa-ci-
nasa, conocida también como RAF. A su vez, RAF
activa, mediante fosforilacion, la MAP-cinasa-cinasa o
MEK. Finalmente, MEK activa la MAP-cinasa o ERK.
Por lo tanto, la estructura basica de MAPK esta forma-
da por un mddulo de tres cinasas (RAF, MEK y ERK)
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Fig. 1. Esquema de la via de sefializacion de activacion mitogénica
(MAPK). A la derecha: lugar de activacion constitutiva de la via
debido a las diferentes alteraciones genéticas detectadas en el car-
cinoma papilar de tiroides

dependiente de la proteincinasaque se activan de ma-
nera secuencial. Mientras que RAF y MEK son de lo-
calizacién citopldsmica, ERK tiene la capacidad de
traslocarse al nucleo, y ahi puede fosforilar directa-
mente un gran numero de factores de transcripcion
como c-jun o c-Myc.

En los dltimos afios se ha visto que la desregulacion
de MAPK estd implicada en la carcinogénesis de nume-
rosos tumores humanos. De hecho, una gran cantidad de
miembros de la via fueron identificados inicialmente
como protooncogenes. Asi, la activacion aberrante de la
via MAPK es un hallazgo frecuente en células maligni-
zadas. En la ultima década, se ha podido demostrar que
la alteracién de la via constituye un elemento precoz, y
necesario, en el desarrollo del CPT®. Concretamente,
tres elementos de la via ya han sido implicados en més
del 70% de los casos, y se acepta que la desregulacion
de MAPK es un evento inicial en la carcinogénesis es-
pecifica de este tipo de tumor tiroideo’. Estos elementos
son el receptor tirosincinasa RET, la proteina Ras y la
cinasa RAF. Dichas alteraciones son mutuamente exclu-
yentes®, lo que refuerza la idea de que la aberracién de
la via de la cual forman parte es un elemento indispen-
sable para el desarrollo del CPT®. Asi, en un elegante
conjunto de estudios, Melillo et al'® han demostrado que
las tres moléculas estdn implicadas en la iniciacién del
CPT a través de la misma cascada de sefializacion.

RECEPTORES TIROSINCINASA

La via MAPK puede ser activada a partir de diversas
seflales extracelulares, como citocinas, factores de cre-
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cimiento y otros péptidos, a través de su accién sobre
receptores de membrana. Entre las diferentes familias
de receptores capaces de activar ras se encuentran los
receptores con actividad tirosincinasa (RTK). Todos
los integrantes de este grupo presentan una estructura
comun formada por tres regiones: un dominio extrace-
lular que constituye el lugar de unién con el ligando, el
dominio transmembrana y, en tercer lugar, el dominio
intracelular o citopldsmico, que es el que posee la acti-
vidad enzimadtica tirosincinasa. En las mismas fechas
que Sturgill y Ray sentaban las bases sobre el descubri-
miento de la via MAPK, Fusco et al'' describian la
presencia de una aberracién cromosdmica en el gen de
un RTK, conocido como RET, en el CPT.

RET/PTC

El gen RET (rearranged during transfection)'? codi-
fica un RTK que se expresa primariamente en neuronas
sensoriales del sistema simpatico y del plexo entérico,
asi como en la yema del uréter durante la embriogéne-
sis y en la diferenciacién de los espermatogonios'?. El
ligando natural del receptor es el factor de crecimiento
GDNF (glial line-derived neurotrophic factor). RET
estd implicado en diferentes afecciones humanas. Asi,
la mutacién inactivadora germinal causa la agangliosis
del tracto intestinal (enfermedad de Hirschprung),
mientras que mutaciones activadoras son las causantes
de la neoplasia endocrina multiple tipo 2A (MEN
2A)H.

Fusco et al'! describieron en 1987 la presencia de
una recombinacién pericentromérica del cromosoma
10, por la cual se producia una fusién del dominio tiro-
sincinasa de RET con el extremo 5° terminal de un gen
conocido como H4. Este tipo de aberracidn estructural
cromosdmica es un mecanismo comun en la oncogéne-
sis de las neoplasias hematoldgicas, pero es un hallaz-
go muy poco frecuente en los carcinomas'. El gen
quimérico resultante fue denominado RET/PTC. El
efecto de dicha alteracién es la activacién enzimdtica
constitutiva de RET. Posteriormente han sido descritas
otras variantes de RET/PTC, en funcién del gen que se
fusiona con el dominio tirosincinasa (TK) de RET y
que actuia de promotor en su expresion. Hasta la fecha
se conocen mds de 17 isoformas, de las que RET/PTC1
y RET/PTC3 son las encontradas mds frecuentemen-
t616,17.

En la actualidad no hay ninguna duda de que RET/
PTC es un elemento clave en la carcinogénesis del
CPT. Estudios experimentales han demostrado que in-
duce la transformacién neopldsica en cultivos de célu-
las foliculares'®. Ademads, ratones transgénicos porta-
dores de RET/PTC desarrollan el tumor con una
elevada frecuencia'®. También se acepta que su papel
etiopatogénico queda restringido especificamente al
tipo histoldgico papilar, ya que no ha sido detectado en
otras clases de neoplasias tiroideas, como el carcinoma
folicular o el carcinoma medular'’. No obstante, algu-
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nos autores han detectado RET/PTC en muestras de
tiroides con tiroiditis cronica autoinmunitaria, aunque
se desconoce el significado exacto de este hallazgo?.

RET/PTC se encuentra frecuentemente en microcar-
cinomas papilares®'. Por otro lado la presencia de RET/
PTC es suficiente para ocasionar cambios morfoldgi-
cos caracteristicos de CPT en el nicleo de células foli-
culares??>. Ademds, RET/PTC es més predominante en
las formas de CPT bien diferenciadas, como la varian-
te cldsica®, que en variantes histolégicas mds agresi-
vas, como el carcinoma pobremente diferenciado y el
carcinoma anapldsico*. Todo ello lleva a considerar
que RET/PTC actia en los primeros pasos de la trans-
formacién tumoral, pero no participa en los eventos
posteriores?.

El factor etioldgico que provoca RET/PTC es desco-
nocido. Se ha publicado su elevada presencia en los
casos de CPT aparecidos tras el accidente de la central
nuclear de Chernobyl?. Ademds, estudios experimen-
tales han mostrado que la irradiacién con rayos X in-
duce la formacién de RET/PTC en cultivos de células
foliculares?”?8. Recientemente, Hamatani et al® han
detectado una elevada incidencia de RET/PTC en ca-
sos de CPT de supervivientes de la bomba atémica.
Todo ello parece indicar que las radiaciones ionizantes
podrian ser la causa de la aberracion cromosémica. Ni-
kiforova et al*® han sefialado que la cromatina de las
células tiroideas presenta una estructura tridimensional
especifica que la convertiria en altamente sensible a
esta anomalia genética. Por otro lado, se ha visto que
las células tiroideas son relativamente resistentes a la
apoptosis ante la lesién de su material genético®!. Asi,
la combinacién de una configuracién tridimensional
caracteristica y la disminuida respuesta a la apoptosis
justifican la especial predisposicion a la aberracion
cromosémica’2.

Desde su descubrimiento, son numerosos los traba-
jos que han analizado la incidencia RET/PTC en el
CPT, pero se observa gran disparidad de resultados.
Asi, la frecuencia oscila desde el 2,5 hasta mas del
80% segtn las series estudiadas®*-3#. La heterogeneidad
detectada ha sido atribuida a diferentes causas, como
factores geogrificos, caracteristicas de los pacientes
que configuran las distintas series, variantes histolégi-
cas o la metodologia empleada**“°, Por ejemplo, las
series que incluyen a pacientes mds jévenes encuentran
mayor incidencia*'. El método utilizado para su deter-
minacién podria ser de lo mds relevante*?. Inicialmen-
te, la deteccion de RET/PTC se efectuaba mediante
técnica molecular y posteriormente se dispuso de im-
munohistoquimica®. Esta permite la deteccién de cual-
quier variante de la alteracion, mientras que la primera
es especifica para cada una de ellas*®. Por ello los tra-
bajos que utilizan determinaciones immunohistoqui-
micas hallan una mayor frecuencia de casos positivos
que supera, en muchas ocasiones, el 60% de las mues-
tras analizadas®’**. Finalmente, algunos autores han
descrito heterogeneidad en la distribucién de RET/PTC
en las células de un mismo tumor®,
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Otro aspecto controvertido es la utilidad clinica que
puede ofrecer RET/PTC. No hay un claro consenso so-
bre el valor prondstico de esta alteracién. Algunos in-
vestigadores postulan que la presencia de RET/PTC se
asocia a tumores con bajo potencial de crecimiento, a
pacientes mds jovenes, a los que exhiben caracteristi-
cas histoldgicas de la variante cldsica e incluso a neo-
plasias de menor tamafio, como es el caso del micro-
carcinoma?*3364_ De esta manera, numMerosos autores
no han encontrado ninguna relacién entre RET/PTC y
los factores prondsticos cldsicamente aceptados como
la edad del paciente, el tamaifio del tumor o la exten-
sién**4”4, Tampoco se han observado diferencias sig-
nificativas en la supervivencia entre los pacientes RET/
PTC positivos y los negativos*’. Sin embargo, otros au-
tores han demostrado que RET/PTC se asocia de ma-
nera significativa a una mayor incidencia de extension
extraglandular, pero limitada especialmente a la inva-
sién de ganglios linféticos regionales®”%3!, A pesar de
esta asociacion, hay cierta unanimidad en que los por-
tadores de RET/PTC tienen bajo potencial de maligni-
dad, aunque se desconoce la causa de esta aparente
paradoja®.

En resumen, RET/PTC fue la primera alteracién ge-
nética especifica descrita en el CPT. Se lo considera un
evento precoz en el proceso de carcinogénesis de este
tipo de neoplasia y su presencia define un patrén histo-
16gico de bajo grado de malignidad, aunque puede aso-
ciarse a una mayor predisposicion de afeccién ganglio-
nar cervical.

NTRK1

El papel de la activacién de enzimas con actividad
TK como paso inicial en el proceso de transformacién
neoplésica en el CPT se vio reforzado en el momento
en que se describi6 la implicacién de un segundo RTK.
NTRKI1 (neurotrophic tyrosine kinase receptor type 1)
es el receptor del NGF (nerve growth factor), el cual
regula el crecimiento y la diferenciacién de neuronas
tanto del sistema nervioso central como del sistema
nervioso periférico®. La mutacién con pérdida de fun-
cion del gen ha sido implicada en la enfermedad gené-
tica conocida como insensibilidad congénita al dolor
con anhidrosis®®. En el CPT, la alteracién detectada es
parecida a la de RET, es decir, un reordenamiento cro-
mosomico con la fusién del dominio enzimético con
otros genes, que actdan de promotores activando su
funcién TK>*. Hasta la fecha se han descrito cuatro va-
riantes en relacién al gen fusionado®. La implicacion
de NTRKI1 en la génesis del CPT ha sido confirmada
experimentalmente por Russell et al’®. Los autores de-
sarrollaron ratones transgénicos que expresaban TRK-
T1 (la variante mas frecuente, fruto de la fusién del
dominio enzimdtico de NTRK1 con el gen TPR) y ob-
servaron que todos los animales mayores de 7 meses
de edad desarrollaban hiperplasia y/o carcinoma tiroi-
deo. Por otro lado, Roccato et al’” han demostrado que

la estructura tridimensional del cromosoma 1, donde se
localiza el gen, favorece la fusién de NTRK1 con TPR.
No obstante, y a diferencia de lo que ocurre con RET,
no parece que las radiaciones ionizantes tengan un pa-
pel etiol6gico en el reordenamiento de NTRK 1%, Asi,
la incidencia en casos de CPT tras Chernobyl es baja y
no muestra diferencias de la encontrada en CPT espo-
radicos>®.

La incidencia de NTRK en el CPT es menor que la
de RET/PTC, aunque presenta también una gran varia-
cién que oscila, seguin las series, entre 0 y el 50% de
las muestras analizadas**!. Algunos autores han de-
terminado conjuntamente la presencia de RET/PTC y
NTRKI. En todos los casos la incidencia del primero
es superior a la del segundo, y la suma de ambos alcan-
za alrededor del 30% de las muestras**°. Cabe desta-
car que no existe ningln caso publicado en que coexis-
tieran ambas alteraciones en un mismo tumor®®°2,

El significado clinico de NTRK1 no est4 establecido.
Algunos autores han encontrado que los portadores de
esta alteracion tienen peor prondstico que los pacientes
con RET/PTC?, pero el hallazgo no ha sido verificado
por otros estudios®.

EGFR

Aparte de RET y NTRKI, otros RTK han sido impli-
cados en la carcinogénesis del CPT, aunque en muchos
casos los estudios han mostrado resultados contradic-
torios. Asi, algunos trabajos han encontrado una sobre-
expresion del receptor del factor de crecimiento epi-
dérmico (EGFR)%. Ademds, para ciertos autores la
presencia de dicho receptor se asocia a tumores de
comportamiento mas agresivo®%. En otras series se ha
observado una diferencia de localizacién celular de
EGEFR, siendo caracteristica su ausencia en el nucleo
de las células del CPT, contrariamente a lo que ocurre
en el carcinoma folicular®®. Finalmente, trabajos mds
recientes apuntan que EGFR podria tener un papel mas
importante en los tumores anapldsicos o pobremente
diferenciados®8. En este sentido, Liu et al®® han resal-
tado la elevada implicacién de diversos TRK en los
carcinomas mas indiferenciados.

C-MET

La participacién de c-met, el receptor del factor de
crecimiento de los hepatocitos (HGF), ha sido am-
pliamente estudiada en el CPT. La mayoria de los tra-
bajos coinciden en encontrar una sobreexpresion del
gen que, en algunas series, llega a superar el 90% de
las muestras analizadas’’!. No obstante, no hay tanta
unanimidad en cuanto a su posible significado. Para
algunos autores la presencia de c-met se asocia a un
mayor grado de extensién y con ello a un peor pro-
ndstico’’>3. Una posible causa de esta asociacion
puede ser que la sobreexpresion de c-met es més fre-
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cuente en variedades histolégicas mds agresivas’7.
A pesar de ello, en otros estudios c-met carece de sig-
nificado clinico’®7".

RAS

El protooncogén Ras codifica una proteina de 21
kDa que actia como transductor de sefiales de recepto-
res de factores de crecimiento. Las mutaciones del do-
minio del GTP (codén 12-13) o de la GTPasa (codén
61) producen un cambio en la secuencia de amino4ci-
dos cuyo resultado es su activacién constitutiva. Entre
sus muchos efectos reguladores, cabe destacar la ac-
cién inhibidora sobre p27, proteina de la familia de las
CIP/KIP que regula el ciclo celular. Asi, el efecto neto
de Ras es una estimulacion en la progresion del ciclo
de la célula’.

La mutacién de Ras es uno de los trastornos maés
prevalentes, ya que afecta a un 30% de los canceres en
la especie humana’. Se han descrito mutaciones en los
tres genes de Ras: H-Ras, K-Ras y N-Ras. Todas ellas
fueron las primeras en ser asociadas a carcinomas tiroi-
deos y han sido encontradas en las diversas variedades
histolégicas del cancer de dicha gldndula. De igual for-
ma que los reordenamientos de PAXS8-PPAR<vy, son
mucho mads frecuentes en el carcinoma folicular (CFT)
y en la variante folicular del CPT, asi como en neopla-
sias tiroideas benignas®*-®*, mientras que son muy poco
frecuentes en el CPT®. No hay diferencias entre el tipo
de mutacidn y el desarrollo de las distintas variantes o
la evolucién clinica. Como en el caso de RET/PTC, se
considera que es una alteracién propia de las etapas
tempranas de la carcinogénesis®*#¢. Los estudios reali-
zados con lineas celulares de neoplasias epiteliales in-
dican que es un potente inhibidor de la apoptosis®”$8,
Se ha observado que en ausencia de tirotropina la ex-
presion de H-RASV12 acelera la proliferacién celular,
lo cual induce el crecimiento tumoral no dependiente
de tirotropina y afecta, principalmente, a las células
que, debido al proceso de desdiferenciacién menciona-
do anteriormente, han perdido la capacidad de respues-
ta a la tirotropina®. Este fenémeno ocurre en los casos
con evolucion desfavorable. De hecho, se ha visto que,
cuando la expresion de Ras es muy elevada, se produce
una inhibicién de los genes especificos del tiroides
como TTF1 y PAXS, dos factores de trascripcion nece-
sarios para mantener la diferenciacion de las células
foliculares tiroideas®. Este hecho ha sido corroborado
en otros trabajos, en los que se ha hallado una decre-
ciente expresion de factores que indican la diferencia-
cién de los tirocitos, como la tiroperoxidasa®'. También
se han relacionado las mutaciones de Ras con lesiones
del ADN, como alteraciones en el alineamiento de los
cromosomas durante la mitosis, formacion de micro-
nicleos y amplificacién de los centrosomas®.

La presencia de mutaciones de Ras en neoplasias be-
nignas de tiroides y su mayor incidencia en el carcino-
ma folicular y en las variantes foliculares del CPT han
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limitado su uso como factor prondstico. Sin embargo,
algunos autores han encontrado que la mutacién del
gen se asocia a estadios mds avanzados del CPT?*%,
Otros trabajos han hallado una relacién entre la muta-
cion de Ras y la evolucién a carcinomas poco diferen-
ciados o anaplésicos y sefialan que estos casos debe-
rian ser controlados de una forma més estrecha®. Asi
pues, se trata de una mutacién muy poco frecuente en
el CPT, y mds caracteristica de los carcinomas poco
diferenciados. En estos casos podria constituir un fac-
tor de mal prondstico”®””.

BRAF

Los genes RAF fueron identificados inicialmente
como oncogenes en tumores que afectaban a ratones y
aves®. Se han identificado tres genes, llamados A-RAF,
B-RAF y RAF-1 (o C-RAF). En las células foliculares
del tiroides, la isoforma B-RAF es la predominante®.
Como hemos visto, Ras se encuentra en la membrana
y puede ser activado por factores de crecimiento, hor-
monas y citocinas®. La activacion de esta via produce
la fosforilacién de BRAF que activa, constitutivamen-
te, ERK e inicia asi un gran nimero mecanismos celu-
lares implicados en la carcinogénesis!®. Se han detec-
tado mds de 40 mutaciones oncogénicas de estos genes
en un gran nimero de cdnceres humanos. Destacan,
entre otros, el melanoma, el adenocarcinoma de colon,
el carcinoma de ovario y el CPT'!, En este tumor la
mutacion de BRAF mas frecuente es la V60OE (ante-
riormente llamada V599E) que, a causa de un cambio
de timidina por adenosina en el nucle6tido 1796, hace
que la posicién sea ocupada por dcido glutdimico en
lugar de valina'®. Este cambio produce una alteracién
en la conformacién de la molécula de B-RAF que la
convierte en una estructura activada'®. Asi, la forma
mutada muestra una actividad enzimadtica unas 500 ve-
ces superior que la molécula no mutada'®,

La mutacién V60OE de BRAF es especifica del CPT
y su prevalencia oscila entre el 35 y el 40% en la ma-
yoria de los estudios®!®1% aunque en algunas series
supera el 60%'%. También se ha relacionado con carci-
nomas anapldsicos que se originan a partir de la desdi-
ferenciacion de un CPT!'°. No se ha observado en car-
cinomas foliculares, medulares o neoplasias benignas.
La coexistencia de mutaciones dentro del CPT entre
RET/PTC, RAS y BRAF es excepcional, aunque, como
hemos visto anteriormente, en el 70% de los casos se
encuentra por lo menos una de ellas®®. Por otra parte,
se ha visto que hay asociacién reciproca entre la edad
y las mutaciones de BRAF y los reordenamientos del
RET/PTC en el CPT, de forma que las primeras serian
mas frecuentes en individuos de mayor edad y éstas
son mds prevalentes en la edad pedidtrica. Como se ha
mencionado con anterioridad, la radiacion ionizante es
uno de los factores causales de RET/PTC y éste podria
ser el motivo de que la poblacién infantil sea mucho
mds proclive a presentar RET/PTC, como se ha visto
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en los casos aparecidos tras Chernobyl'!!, o en nifios
tratados con radioterapia externa''2, Por el contrario, en
la poblacion adulta las mutaciones de BRAF son mu-
cho més frecuentes, y no se ha hallado ninguna rela-
cién con las radiaciones!'?1%:113_ Sin embargo, no se ha
aclarado todavia por qué las mutaciones de BRAF ocu-
rren en edades mds adultas. Existen otras mutaciones
de BRAF involucradas en la carcinogénesis, como la
K601E o las que afectan al ex6n 11, pero que raramen-
te se dan en el CPT!®. De manera excepcional, en al-
gunos casos asociados a la exposicion a radiaciones
ionizantes, se ha observado una fusién del gen BRAF
con el gen AKAP9, por una inversién paracentromérica
del brazo largo del cromosoma 7, la cual resulta en un
oncogén, ACAP9-BRAF, que también induce una acti-
vacion constitutiva de la via de la MAPK!!0114115,

En los ultimos 5 afios se ha empezado a analizar la
significacion clinica de BRAF. El hecho de que se ha-
yan observado mutaciones en las formas microscépi-
cas de CPT!'" indica, como en el caso de los receptores
TK y de Ras, que la molécula se encuentra involucrada
en las primeras fases de la carcinogénesis del CPT. De
igual modo, la mutacién se asocia a algunas variantes
histol6gicas mas agresivas del CPT, como la de células
altas, y en cambio se encuentra con menor frecuencia
en la variante folicular'®”'%_ Asimismo, la mutacion de
BRAF es mas frecuente en las formas del CPT que su-
fren una desdiferenciacion y evolucionan a carcinomas
poco diferenciados y anaplasicos, contrariamente a lo
que sucede en las formas poco diferenciadas, que evo-
lucionan a partir de carcinomas foliculares'**'?’, Por
otro lado, varios estudios han investigado la utilidad de
determinar la mutacién de BRAF como factor pronds-
tico!06:107.116-118 "By Ja serie de Nikiforova et al'”’ se des-
cribe una correlacion entre la mutacion y la extension
extratiroidea en el momento del diagnéstico. En la se-
rie japonesa de 126 casos, la mutacién se asocia a es-
tados mds avanzados y a metdstasis a distancia'®. Sin
embargo, no se ha visto ningtn tipo de relacioén con los
factores clinico-patoldgicos en dos series italianas y
una americana'®!"¢!7 ‘qunque el nimero de casos ana-
lizados es menor. Xing et al'®!"®, en una serie amplia,
demuestran una asociacién significativa entre la muta-
cion de BRAF 'y la extension extratiroidea, afeccion de
ganglios regionales, metdstasis a distancia, recurrencia
tumoral y una pérdida de la diferenciacién del tumor
caracterizada por una disminucion en la capacidad de
captar 3'INa. Los mismos autores apuntan la falta de
estratificacion de las diferentes variantes histoldgicas
del CPT en los diversos estudios que, al incluirlas con-
juntamente, explicarian la disparidad de estos resulta-
dos.

Finalmente, la exclusividad de la mutacion de BRAF
T1799A en el CPT ha hecho que se haya estudiado su
utilidad en el diagndstico de la enfermedad a partir de
muestras de citologia obtenidas por puncién con aguja
fina!'>!22, En todos los estudios, la especificidad y la
sensibilidad para las muestras positivas para la mutacion
de BRAF han sido del 100%. Como la prevalencia de

dicha mutacién en estas series era del 44%, se puede
afirmar que casi la mitad de los casos de CPT podria
diagnosticarse preoperatoriamente mediante su analisis.

Aplicacion terapéutica

Alrededor del 5% de los CPT experimentan un pro-
ceso de desdiferenciacién que da lugar a neoplasias de
agresividad elevada y muy mal prondstico. En estos
casos, el tratamiento convencional se ha demostrado
inefectivo y otras estrategias, como la quimioterapia y
la radioterapia, tampoco ofrecen resultados satisfacto-
rios. En los ultimos afos, el descubrimiento de las ba-
ses moleculares causantes del CPT ha generado la po-
sibilidad de actuar sobre nuevas dianas terapéuticas. La
via de sefializacion MAPK constituye uno de los obje-
tivos mds esperanzadores'>. La mayoria de estas sus-
tancias se encuentra todavia en fase experimental, pero
muy probablemente pasardn a formar parte de los pro-
tocolos terapéuticos en un futuro no demasiado leja-
no%.

Inhibidores de las tirosincinasas

Existen diferentes mecanismos para bloquear farma-
coldgicamente el efecto de las TK. Entre ellos, el uso
de moléculas de bajo peso molecular que actian prin-
cipalmente compitiendo con el lugar de unién de
ATP'**, Con el bloqueo de la actividad de fosforilacion
de las TK se consigue la inhibicién de sus efectos en-
ziméticos en las vias de sefializaci6n intracelulares'?.
Como hemos visto, la destacada participacion de dis-
tintos receptores con actividad TK, junto con el hecho
de que su alteracién sea un evento inicial en la oncogé-
nesis del tumor, hace muy atractivo el uso este grupo
de farmacos en el CPT, especialmente en casos resis-
tentes al tratamiento habitual®. La mayoria de estos
farmacos no muestran especificidad de substrato, sino
que son potencialmente eficaces para inhibir diferentes
RTK, especialmente los relacionados con la angiogé-
nesis tumoral'?®. El dominio cinasa de RET/PTC pre-
senta una homologia del 50% con Kit, PDGFR (plate-
let-derived growth factor) y VEGFR (vascular
endothelial growth receptor). Las moléculas que han
mostrado una mayor especificidad para bloquear RET
son las que, a priori, han despertado mayores expecta-
tivas'?’.

Vandetanib. Esta anilinoquinazolona es un potente
inhibidor de VEGF, la TK considerada como principal
regulador de la angiogénesis en el cancer, y de EGFR,
frecuentemente mutado en diferentes tipos de neopla-
sias'®. A su vez, Carlomagno et al'* han demostrado
que también es capaz de bloquear la actividad enzima-
tica de RET, por lo que podria ser util en el tratamiento
del CPT.

Sorafenib. Recientemente, Henderson et al'*® han
demostrado en un modelo experimental de CPT que
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sorafenib es mds eficaz en la reduccidn del crecimiento
tumoral en casos portadores de RET/PTC que en los
portadores de mutaciones de BRAF (a pesar de que la
molécula fue disefiada originalmente como inhibidor
de BRAF). En la actualidad hay en marcha diferentes
estudios clinicos en fase II para valorar el efecto del
farmaco en el cancer de tiroides avanzado. Asi, por
ejemplo, Gupta-Abramson et al'*! han tratado a 30 pa-
cientes con cdncer de tiroides metastdtico y resistente
al tratamiento con "*'INa (de los que 18 eran CPT).
Tras una media de 27 semanas de seguimiento, han
observado una respuesta parcial en el 23,3% y una es-
tabilizacion de la enfermedad en el 53,3% de los pa-
cientes.

Sunitinib. Se ha demostrado su elevada eficacia para
inhibir VEGF, PDGF y KIT. Ademas, Kim et al'*? han
publicado que es un potente inhibidor de RET/PTC en
cultivos celulares de CPT. Desde un punto de vista cli-
nico, Dawson et al'** han comunicado una respuesta
favorable a la molécula tras 4 afios de seguimiento en
2 pacientes con cdncer avanzado.

Los inhibidores de TK son una opcién de futuro en
el tratamiento del CPT avanzado o resistente a la tera-
pia habitual. Para que ello sea posible es necesario de-
finir su efectividad y disefiar moléculas que acttien de
manera mds especifica para las distintas TK implica-
das. En este sentido, empezamos a tener candidatos
con mayor especificidad para RET/PTC"™* o c-met'*.

Bloqueadores de BRAFy MEK

Los inhibidores de RET pueden ser efectivos en tu-
mores portadores de RET/PTC, pero no cuando la mu-
tacion genética se encuentra por debajo de la cascada
de sefalizacién de la que constituye un elemento ini-
cial. Mitsutake et al'3® han demostrado experimental-
mente que BRAF es necesario para la activacion de
MAPK inducida por RET/PTC. Asi, el bloqueo de
BRAEF por su posicién en la via, resulta més efectivo,
sea cual sea el gen mutado'®. La primera generacion de
moléculas inhibidoras de BRAF, como sorafenib, se ca-
racterizaba por su bajo nivel tanto de especificidad
como de potencia. El paso siguiente de los investigado-
res fue encontrar compuestos mds especificos. Ello se
consiguid con los bloqueadores de MEK, el elemento
activado por BRAF. Actuar sobre moléculas més dista-
les en la via MAPK ofrece mayor selectividad de ac-
cién, lo cual reduce la toxicidad del firmaco. El primer
inhibidor de MEK fue CI-1040'3. Estudios posteriores
demostraron que la molécula ofrecia una potencia in-
suficiente como antineopldsico en los diferentes tipos
de tumores humanos en los que se testd. Posteriormen-
te, Ouyang et al'*’ publicaron el efecto de dos nuevos
inhibidores, AAL-881 y LBT-613, en lineas celulares
de cancer de tiroides portadoras de RET/PTC o con
BRAF mutado. Ambas moléculas eran capaces de inhi-
bir la fosforilacién de MEK y ERK dependiente de
Ras, BRAF y RET/PTC, reduciendo el crecimiento ce-
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lular e induciendo apoptosis en las células malignas. A
pesar de que los dos compuestos presentan una toxici-
dad que desaconseja su uso clinico, estos estudios de-
muestran que BRAF puede ser el talon de Aquiles del
céancer de tiroides'8. Asi, Mitsiades et al'* han demos-
trado que tanto el uso de AAL881 como la deplecién
de BRAF mediante la inhibicién de su ARN resultan
efectivos para frenar el crecimiento celular en cultivos
de diferentes lineas de cancer de tiroides. Ademas, el
efecto es superior en las lineas portadoras de la muta-
ciéon V60OE que en aquellas con BRAF no mutado. A
diferencia de los inhibidores de multiples cinasas ini-
ciales, este nuevo grupo de compuestos bloqueadores
de MEK no compiten en la regiéon de unién a ATP, con
lo que aumenta su especificidad. Recientemente, se
empez0 a analizar una nueva generacion de inhibidores
de MEK. Entre las distintas moléculas sintetizadas,
cabe destacar AZD6244. Su efectividad estd siendo
comprobada en lineas celulares de cancer de tiroides'*,
pero estan en marcha distintos ensayos clinicos en fase
II en pacientes portadores de neoplasias de otras loca-
lizaciones, con resultados esperanzadores y un bajo
potencial téxico'*!.

En resumen, la via de sefializacién de las MAPK
constituye un elemento clave en la transformacién
neoplasica de las células foliculares tiroideas en el
CPT. Especificamente, la alteracion genética en tres
componentes de la via, los RTK, especialmente RET,
Ras y BRAF se hallan en mds del 70% de estos tumo-
res. Dichas anomalias se consideran un paso inicial en
la carcinogénesis y confieren algunas peculiaridades
clinicas que pueden resultar dtiles, sobre todo en el
momento de clasificar a los pacientes segtn el pronds-
tico de la enfermedad a medio y largo plazo. Ademais,
el conocimiento de las bases que rigen la oncogénesis
del CPT nos da la posibilidad de actuar en ellas y apor-
ta nuevas dianas terapéuticas en casos en que el trata-
miento convencional resulta inefectivo.
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