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Resumen

Marcadores moleculares de diagnéstico y prondstico en carcinomas del

epitelio folicular tiroideo

Introduccién: Los cdnceres del epitelio folicular tiroideo constituyen la neoplasia
endocrina mds comudn. Sin embargo, sus alteraciones genéticas y epigenéticas mds
conocidas carecen ain de capacidad prondstica. Ademds, el tratamiento del cdncer de
tiroides no ha cambiado en las Ultimas décadas ya que no existen opciones
terapéuticas para pacientes con una pobre respuesta al tratamiento o con neoplasias
agresivas. El objetivo del estudio fue identificar posibles marcadores tumorales tanto
para el diagndstico como para la prediccién del pronéstico en el cancer de tiroides.
Disefo: Se realizé una validacién inmunohistoquimica de perfiles proteinicos
diferenciales de genes de una firma molecular identificada previamente por el grupo
en una serie de 313 tumores. Ademds, se examiné el perfil de expresién diferencial de
miRNAs usando RNA-seq en una serie de 59 tumores de tiroides congelados.
Resultados: Se identificaron modelos de expresién proteinica que mejoran el
diagndstico diferencial entre tumores malignos (carcinomas foliculares) y benignos
(hiperplasias y adenomas), asi como entre tumores de buen y mal pronéstico para los
subtipos del carcinoma bien diferenciado de tiroides. Ademds, se obtuvieron perfiles de
expresion diferencial de miRNAs que caracterizan subtipos histolégicos, y perfiles
diferencialmente expresados entre los subgrupos con mayor dificultad para el
diagndstico. También, dentro del subtipo de carcinomas papilares, se identificaron
tanto perfiles de prondstico como perfiles asociados a la presencia de la mutacién

BRAF"°® Conclusiones: Los modelos de expresién proteinica permitirian disminuir

el nimero cirugias, y los modelos de predicciéon obtenidos permitirian identificar, en el
momento del diagndstico, a aquellos casos de peor pronéstico. Los perfiles de miRNAs
obtenidos permitirian discriminar no sélo el céncer de tiroides del tejido tiroideo
normal, sino también casos con mal pronéstico que se beneficiarian de una terapia

personalizada.



Abstract

Molecular markers of diagnosis and prognosis in follicular epithelia of
thyroid carcinomas

Introduction: Carcinomas of the thyroid follicular epithelia are the most common

endocrine neoplasia. However, at present, the genetic and epigenetic alterations in
these thyroid tumors lack of any prognostic value. In addition, thyroid cancer treatment
has not changed in decades despite the lack of therapeutic options for patients with a
poor response to therapy, or for those with aggressive tumors. The aim of the study was
to identify protein and miRNA profiles of value for the diagnosis and/or prediction of
prognosis of thyroid cancer. Design: To obtain protein and miRNA an
immunohistochemical analysis identified protein profiles of genes previously identified
by the group in a series of 313 thyroid tumors that are differentially expressed in the
various tumor subtypes. Also, RNA-seq identified expression profiles of miRNAs from a
series of 59 thyroid frozen tumors. Results: Distinct protein expression patterns were
identified that improve both the differential diagnosis between malignant (follicular
carcinomas) and benign (hyperplasia and adenomas) tumors, as well as among
malignant thyroid tumors. Also, specific protein profiles discriminate patients with good
and poor prognosis among well-differentiated thyroid carcinoma. In addition,
differential miRNAs expression profiles were identified among histologic subtypes, and
also among those tumors of difficult diagnosis. Importantly, among papillary

carcinomas, certain miRNA profiles were associated with prognosis and also with the

presence of the BRAF'® mutation. Conclusions: Protein expression patterns allow
reducing the number of surgeries, the prediction models obtained allow the
identification of cases of poor prognosis at the time of diagnosis. The distinct miRNAs
profiling allows to better discriminate not only thyroid cancer from normal thyroid tissue,
but also those cases with poor prognosis who would benefit from a personalized

therapy.



Resum

Marcadors moleculars de diagndstic i prognostic a carcinomes l'epiteli
fol licular tiroidal
Introduccié: Els cancers de l'epiteli fol-licular tiroidal sén la neoplasia endocrina més
comU. No obstant, les alteracions genétiques i epigenétiques conegudes no tenen valor
prondstic. A més, el tractament del cancer de tiroide no ha canviat en les Gltimes
décades ja que no hi ha encara opcions terapéutiques per a pacients amb una pobra
resposta al tractament o amb neoplasies agressives. L'objectiv de l'estudi va ser
identificar possibles marcadors tant per al diagnostic com per a la prediccié del
pronodstic en el cancer de tiroide. Disseny: Es va realitzar una validacié
immunohistoquimica de perfils proteics diferencials de gens d'una firma molecular
identificada préviament pel grup en una série de 313 tumors. A més, es va examinar el
perfil d'expressié diferencial de miRNA utilitzant RNA-seq en una série de 59 tumors de
tiroides congelats. Resultats: Es van identificar models d'expressié proteica que
milloren el diagndstic diferencial entre tumors malignes, (carcinomes fol-liculars) i
benignes (hiperplasies i adenomes), aixi com entre tumors de bon i mal prondstic per
als subtipus de carcinoma ben diferenciat de tiroide. A més, es van obtenir perfils
d'expressié diferencial de miRNA que caracteritzen subtipus histologics, perfils
diferencialment expressats entre els subgrups amb major dificultat per al diagnostic, i
dins del subgrup de carcinomes papil-lars, perfils de pronostic i perfils associats a la

FVé 0OE

preséncia de la mutacié BRA . Conclusions: Els models d'expressié proteica

permetrien disminuir el nombre de cirurgies, els models de prediccié obtinguts
permetrien identificar aquells casos de pitjor prondstic en el moment del diagnostic. Els
perfils de miRNA obtinguts permetrien discriminar no només el cancer de tiroide del
teixit tiroidal normal, siné també casos amb mal prondstic que es beneficiarien d'una

terapia personalitzada.



ABREVIATURAS

ATC Carcinoma anapldsico o indiferenciado de tiroides
BRAF v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B
CT Cdncer de tiroides

FA Adenoma folicular de tiroides

FTC Carcinoma folicular de tfiroides

FVPTC Variante folicular de carcinoma papilar de tiroides
IHQ Inmunohistoquimica

OVFTC Variante oncocitica del carcinoma folicular de tiroides
PAAF Puncién-aspiracién con aguja fina

PDTC Carcinoma pobremente diferenciado de tfiroides

PTC Carcinoma papilar de tiroides

PTCnoFV  Carcinoma papilar de variante no folicular

SDPTC Variante esclerosante difusa de carcinoma papilar de tiroides
TCPTC Variante de células altas de carcinoma papilar de tiroides
TRH Hormona liberadora de tirotropina

TSH Hormona estimulante de la tiroides

WDTC Carcinoma bien diferenciado de tiroides
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En la actualidad, el cancer diferenciado de tiroides es el sexto cdncer mds frecuente en
muijeres, y constituye el 90% de los tumores de origen endocrino. La puncién-
aspiracion con aguja fina (PAAF) es el test més utilizado para el diagnéstico
prequirdrgico. Sin embargo, debido a que no se alcanza un diagnéstico preciso en un
30% de los casos, entonces clasificados como indeterminados, se realizan
procedimientos quirdrgicos de diagnéstico (hemitiroidectomia), con riesgos para los
pacientes y con alto coste para el sistema de salud. El tratamiento de este tipo de
céncer se basa principalmente en la cirugia (tiroidectomia), seguido de la ablacién con
',y de la terapia hormonal sustitutiva-supresiva con tiroxina de por vida.
Aproximadamente, el 25% de los pacientes sufre de persistencia o recidiva de la
enfermedad y, por el momento, no existen tratamientos alternativos claramente
establecidos para los casos que tienen un comportamiento agresivo. Todo ello hace
imprescindible continuar investigando para mejorar la precisién en el diagndstico y en
predecir el pronéstico de la enfermedad, lo que permitiria brindar a los pacientes un
tratamiento personalizado, mejorando asi también su calidad de vida. Con el presente
estudio pretendimos establecer una herramienta de fdcil utilizacién para incrementar
tanto la precision en el diagnéstico como el intentar predecir un pronéstico de la

evolucién de la enfermedad.

1. La gladndula tiroides

La glédndula tiroides es un érgano endocrino situado en la parte frontal del cuello a la
altura de las vértebras C5 y T1. Se encuentra por debajo del cartilago cricoides, y
descansa sobre la trdquea, a la que abraza hasta alcanzar posteriormente al eséfago.
Su peso en el adulto oscila entre 15 y 30 gramos y varia con la ingesta de yodo, la
edad, el sexo, la funcionalidad de la gldndula o el estatus hormonal del individuo. La
tiroides es, en general, de mayor peso y tamafo en las mujeres, aumentando tanto en

el embarazo como durante el ciclo menstrual (1,2).

Esté formada por dos l6bulos unidos por un istmo que le dan forma de mariposa.
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Tiene una cdpsula fibrosa que la cubre totalmente, y también septos que le dan al
parénquima un aspecto lobular. La unidad bésica de la glédndula es el foliculo, que
mide en promedio 200 um y estd constituido por dos tipos celulares: a) las células
foliculares que constituyen el 98% de la tiroides, son células epiteliales de origen
endodérmico y se caracterizan por estar polarizadas, y por tener nicleos redondos con
cromatina difusa, y b) las células C, son células epiteliales originadas a partir de la
cresta neural (ectodermo), carecen de polaridad y constituyen el 0.1% de la masa de

una gladndula adulta normal (1,2).

La gldndula tiroides produce las hormonas tiroxina (T4) y triyodotironina (T3) en las
células foliculares y calcitonina en las células C. La sintesis de T3 y T4 estd regulada
enzimdticamente y requiere de un oligoelemento esencial, el yodo. Los niveles de yodo
dependen fundamentalmente de la dieta, y pueden variar ampliamente con la
localizacién geogrdfica, suplementos dietéticos, aditivos alimentarios y su metabolismo
esta modificado por farmacos. El yodo se almacena en el coloide donde se une con
fragmentos de tiroglobulina para formar T3 o T4, cuya liberacién estd modulada por la
propia concentracién de T4 en sangre. Disminuciones en la T4 inducen la liberacién
de TSH, que promueve la secrecién de T3 y T4 a la circulacién (Figura 1.1). La T4
constituye el 93% de las hormonas metabdlicamente activas de la tiroides, y se

convierte en T3 (7%) en los tejidos periféricos (1).

La TSH regula todos los procesos que controlan la sintesis y liberacién de las hormonas
tiroideas, asi como el nimero de células y la vascularizacién de la glandula. Las
concentraciones de TSH estdn reguladas directamente por los niveles de hormonas
tiroideas libre en sangre periférica mediante un mecanismo de retroalimentacién

negativa, y de manera directa por la TRH sobre la hip&fisis.

Las hormonas tiroideas tienen efectos sobre casi todos los tejidos del organismo. Son
esenciales en los periodos de crecimiento, la organogénesis del sistema nervioso
central, influyen sobre el metabolismo de los hidratos de carbono y de los lipidos,
ademds de ser necesarias para la sintesis de muchas proteinas. La calcitonina

sintetizada por las células C es muy importante en la homedstasis del calcio.
14



Colloid containing iodine,
thyroglobulin, T3 and T4

Follicle (50-500 pm)

Thyroid

Figura 1.1 La gladndula tiroides. La funcién principal de la glandula tiroides es sintetizar,
almacenar y secretar las hormonas tiroideas (T3 y T4), bajo el control del eje hipotalamo-
hipéfisis gracias al feedback negativo desencadenado por las mismas hormonas tiroideas (2).

2. Cdancer de tiroides. Aspectos generales

El cancer de tiroides es la neoplasia de origen endocrino mds frecuente. Representa el
90% de las enfermedades endocrinas y el 1% de todos los canceres. Su incidencia
anual estimada es de 162.000 nuevos casos en todo el mundo, con una mortalidad
estimada de 23.000 pacientes (3), siendo su aparicién tres veces mds frecuente en

mujeres que en hombres, donde es el sexto cancer mds comdn (4,5).

Su frecuencia de aparicién es dos veces superior en sujetos caucdsicos que en
individuos de raza negra, y también existe una incidencia notablemente elevada en el

sureste asidtico (4).

El diagndstico de cdancer de tiroides crece en los Estados Unidos con una frecuencia
anual del 6.6% en mujeres y del 5.5% en hombres, superior a la de cualquier otro tipo

de cancer (6). El total esperado para el afio 2012 era de 56.460 nuevos casos, de los
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que el 75% serian diagnosticados en mujeres (7). Esta tendencia también ha sido
observada en otros paises de Europa, Asia, Oceania y América del Sur (8). El
seguimiento de los nédulos tiroideos y las herramientas de diagnéstico mds sensibles,
han mejorado la deteccidon temprana de estos tumores (9). Sin embargo, se

desconocen los factores determinantes del aumento de esta enfermedad.

A partir del accidente de la central nuclear de Chernobyl en 1986, quedd claro que la
exposicién a la radioactividad se asocia con un alto riesgo de desarrollar CT (10,11).
Sin embargo, en general, la mayoria de los cénceres de tiroides son esporédicos, y su

aparicién se asocia a sindromes hereditarios en un 5 a un 15% de los casos (12).

El cancer de tiroides engloba una gran variedad de lesiones con marcadas diferencias
histoldgicas y clinicas. El 95% de los casos se originan en las células foliculares e
incluyen: adenoma folicular (FA), carcinoma bien diferenciado (WDTC), conformado
por el carcinoma papilar (PTC) y el carcinoma folicular (FTC), el carcinoma
pobremente diferenciado (PDTC) y el carcinoma anaplésico o indiferenciado (ATC)
(13). Del 5% restante, un 2-3% corresponde al carcinoma medular de tiroides (MTC)
derivado de las células C y un 2% incluye sarcomas, linfoma, teratomas de tiroides y

otfros tipos mucho menos frecuentes (14).

El aumento de la incidencia de cdncer de tiroides en todo el mundo se debe
fundamentalmente al incremento en el nimero de casos de PTC, la forma més
frecuente del WDTC. El pronéstico general de los pacientes con WDTC es bueno, con
una tasa alta de supervivencia, de 85% a 10 afos (15). Sin embargo, aunque los
WDTC estdn asociados a una baja mortalidad, la recidiva puede alcanzar valores de
hasta un 20-30%, o mucho mayores, en algunos subgrupos de pacientes (16,17), en

los que la supervivencia a los 10 afos disminuye del 85 al 40%.

La supervivencia de los pacientes con WDTC que presentan metdéstasis varia
ampliamente, con otros factores de mal prondstico que incluyen la edad avanzada,

caracteristicas histolégicas agresivas del tumor primario, metdéstasis extra-pulmonares o

16



multiples, y también metdstasis sin captacién de "' (18,19). De hecho, en los
pacientes con metdstasis cuyos tumores han perdido la capacidad de captar yodo, la

supervivencia es tan solo del 10% a 10 afos (18).

Durante afos se han venido desarrollando diversos sistemas de estadiaje. En los
Oltimos 5-10 afos la comprensién de los mecanismos moleculares que intervienen en
el desarrollo y progresion del cdncer de ftiroides ha presentado un avance
considerable. Este conocimiento proporciona una oportunidad sin precedentes para la
identificacién de nuevos marcadores moleculares de diagndstico y prondstico, ast
como de nuevas dianas terapéuticas (20,21), para desarrollar estrategias mds efectivas
para el manejo de estos pacientes. Aln asi, el principal objetivo de los estudios mds
recientes continta siendo el de mejorar tanto la precisién del estudio citoldgico
mediante PAAF (hasta hoy, la mejor herramienta de diagnéstico) como la capacidad

de predecir el pronéstico de la enfermedad.

2.1 Carcinoma papilar de tiroides

El carcinoma papilar de tiroides es la forma mds frecuente de cdncer de ftiroides;
representa aproximadamente el 80% de todas las neoplasias de tiroides y su creciente
incidencia puede reflejar, en parte, un aumento en el diagndstico precoz. Los PTC son
tumores de crecimiento lento y aunque en general curables, presentan un 30-65% de
metdéstasis en los ganglios linféticos regionales al diagnéstico, y lamentablemente,
cerca del 15% de estos casos tienen un comportamiento mds agresivo caracterizado
por: invasién local, resistencia al tratamiento e incremento de la mortalidad (22).
Aproximadamente el 25% de los casos presentan recidiva o persistencia de la
enfermedad, asociada al incremento de la mortalidad. (23). Entre el 1-20% de los

pacientes pueden tener metéstasis a distancia en el momento del diagnéstico (24).

Las dos Gltimas décadas han estado marcadas por un significativo aumento en el

conocimiento de las bases moleculares del PTC. Actualmente, es evidente que este tipo
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de tumor estd caracterizado por alteraciones genéticas dirigidas a la activacién de la
via de senalizacién de las MAPK. De hecho, los reordenamientos cromosémicos que
involucran RET o TRK, o la activacién de las mutaciones puntuales de los genes BRAF o

RAS son mutuamente excluyentes y estdn presentes en el 70% de los PTC.

De hecho, el PTC engloba muchas variantes con caracteristicas histopatolégicas que
permiten su identificacion. De especial interés por su frecuencia y caracteristicas son la

variante convencional o clasica (cPTC), la variante folicular (FVPTC), la esclerosante

difusa (SDPTC) y la variante de células altas (TCPTC).

2.1.1 Variante convencional

La variante convencional del carcinoma papilar es un tumor de crecimiento lento, bien
diferenciado y frecuentemente no encapsulado. Su principal caracteristica son los
nicleos de aspecto vacio y la presencia de papilas (Figura 1.2 a). En los nicleos son
comunes los contornos irregulares, las hendiduras y las pseudoinclusiones. Otras
caracteristicas son la formacién de cuerpos de psamoma, el coloide denso, la
esclerosis estromal, la presencia de célulos gigantes multinucleadas y los

amontonamientos de células (23).

2.1.2 Variante folicular

Los tumores estdn compuestos de foliculos pequefos y medianos de forma irregular sin
estructuras papilares (Figura 1.2 b). Pueden verse en esta variante células gigantes
multinucleadas e intrafoliculares, sin embargo, la esclerosis estromal y los cuerpos de
psamoma se observan ocasionalmente. Aproximadamente un tercio de los tumores
esté encapsulado. Es frecuente la afectacion ganglionar y puede presentar

diseminacién hematégena; sin embargo, el pronéstico de estos tumores es similar al

del PTC convencional. (23).

2.1.3 Variante esclerosante difusa
Este tumor suele presentarse en individuos jévenes, y se caracteriza por la implicacién

de uno o ambos l6bulos. En muchos tumores, se ven pequefas estructuras papilares
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entre espacios linfovasculares dilatados. Se caracterizan por una extensa metaplasia
escamosa, numerosos cuerpos de psamoma, una densa infiltracién linfocitaria y
fibrosis estromal (Figura 1.2 ¢). Es frecuente que los pacientes tengan metéstasis en
pulmén en el momento del diagnéstico (~25%). Ademds, puede haber metdstasis en

los ganglios regionales (23).

2.1.4 Variante de células altas

Esta rara variante estd compuesta predominantemente por células que son tres veces
mds altas que anchas. Su arquitectura es una combinacién de patrones papilar,
trabecular y en cordones de células presentes en muchos tumores, mientras que las
estructuras foliculares son infrecuentes. Tienen un citoplasma eosinofilico abundante y
un nucleo similar al de la variante convencional, aunque las hendiduras y las pseudo-
inclusiones tienden a ser mds abundantes (Figura 1.2 d). En este tumor es habitual
enconfrar necrosis, mitosis y extensién exiratiroidea. Suele presentarse en sujetos
mayores, con frecuencia hombres y tiende a mostrar un comportamiento clinico més

agresivo que la variante convencional (23).

2.1.5 Otras variantes del carcinoma papilar de tiroides
Existen otras variantes del carcinoma papilar que son menos comunes. Entre ellas

estdn:

a. Variante macrofolicular, compuesta predominante o exclusivamente de
macrofoliculos  (>50%), algunos de los cuales estdn formados por células
caracteristicas del carcinoma papilar. Esta variante se caracteriza por tener una baja

incidencia de metdstasis ganglionar (25).

b. Variante oncocitica, de un color pardo-marrén caracteristico, patrén de
crecimiento papilar o folicular. Las células tienen abundante citoplasma eosinéfilo,
granular y mantienen las caracteristicas nucleares del carcinoma papilar. En la gran
mayoria de los casos presentan extension extra tiroidea y metéstasis en ganglios

regionales (25).



Introduccién

c. Variante de células claras, muy rara, compuesta generalmente por células con
el citoplasma claro, y en los que ocasionalmente se pueden ver células oncociticas

mezcladas con las células claras (25).

LR L \ 3 ;“.A 2 A

d. Variante de células altas

Figura 1.2 Imégenes histolégicas (hematoxilina-eosina) de las principales variantes del
carcinoma papilar de tiroides.

d. Variante de células columnares, es rara, compuesta por células columnares
pseudoestratificadas, algunas de las cuales pueden contener vacuolas citoplasmaticas
supra y sub-nucleares. En algunos tumores se observan focalmente nicleos con las
caracteristicas de los papilares. Con frecuencia los tumores tienen un crecimiento local
avanzado y extensién extratiroidea mostrando un comportamiento clinico més agresivo

que el PTC convencional (25).

20



e. Variante sélida, en la que predominan ldminas sélidas de células tumorales con
caracteristicas nucleares tipicas de PTC. La invasién vascular y la extensién

extratiroidea se presentan en cerca de un tercio de los casos (25).

f. Variante cribiforme, se caracteriza por la formacién de puentes epiteliales rigidos
que dan lugar a espacios redondeados en forma de criba. Los nicleos tienen muescas

y pueden ser claros o hipercromdticos (25).

2.2 Carcinoma folicular de tiroides

El carcinoma folicular de tiroides es el segundo cdncer de tiroides por su frecuencia, y
representa aproximadamente el 15% de todas las enfermedades de la tiroides. Es mds
frecuente en mujeres y rara vez ocurre en nifos. La deficiencia de yodo (26) y la
irradiacién han sido implicados en el desarrollo del FTC. En general, son unifocales y
afectan a ganglios linfaticos con una frecuencia <5%. Por el contrario, las metéstasis a

distancia, principalmente en pulmén y hueso, se presentan comparativamente mds

frecuentemente (~20%) (23).

En algunos estudios se sugiere que los FTC se podrian originar de una lesién benigna
precursora, el adenoma folicular (FA) (Figura 1.3) (27). Ambas entidades comparten
las mismas caracteristicas citoldgicas, pero son los criterios de malignidad, como la
invasién capsular, la infiltraciéon del parénquima tiroideo y la invasiéon vascular, los que
permiten un diagndstico diferencial. Desafortunadamente, la valoraciéon de las
capacidades invasivas pueden ser realizadas solamente a partir de preparaciones
histolégicas, haciendo imposible un diagndstico preoperatorio de estas lesiones con las

técnicas existentes (PAAF) (28).

Los FTC estdn divididos de acuerdo al grado de invasidon en dos categorias: los
carcinomas foliculares minimamente invasivos, que tienen una invasiéon capsular y/o

vascular limitada, y los carcinomas foliculares ampliamente invasivos, que tienen una
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infiltraciéon generalizada del tejido tiroideo adyacente y/o vasos (23). Al igual que
ocurre en los PTC, los FTC se subdividen en variantes, atendiendo a caracteristicas de

crecimiento o histolégicas.

2.2.1 Variante convencional

El carcinoma folicular de tiroides es una neoplasia invasiva de células foliculares que
no tienen las caracteristicas nucleares de los papilares. Estos carcinomas tienen una
morfologia variable que va desde los foliculos bien formados que contienen coloide a
patrones de crecimiento sélido o trabecular. También se pueden ver foliculos mal
formados o con patrones de crecimiento atipico. Ademds es comn ver en un tumor la

coexistencia de varios patrones de crecimiento (23).

2.2.2 Variante oncocitica

El carcinoma folicular oncocitico es una neoplasia maligna con origen en las células
foliculares compuesta exclusiva o predominantemente de células oncociticas (>75%), y
representa 3-4% de las enfermedades tiroideas (29). Esta variante estd caracterizada
por una acumulacién aberrante de mitocondrias. EIl OVFTC tiene diferentes tipos de
arquitectura que van desde foliculos bien formados a patrones de crecimiento sélido
y/o trabecular. Los nicleos tienden a ser hipercromdticos, pleomérficos y generalmente
tienen un nucléolo eosindfilo prominente. Los carcinomas tienden a ser mds grandes
que los adenomas de tipo oncocitico y suelen presentarse en pacientes mayores. Esta
variante estd asociada a metdstasis ganglionares en aproximadamente el 30% de los
casos, pero ocasionalmente los pacientes pueden presentar metdstasis a distancia que

afectan principalmente pulmén y hueso.

2.3 Carcinoma anapldsico o carcinoma indiferenciado de tiroides

Los ATC representan aproximadamente el 5% de todos los tumores tiroideos. Son
tumores extremadamente agresivos, compuestos de células indiferenciadas que

retienen marcadores de linaje epitelial. Son muy dificiles de tratar, tienen una tasa de
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mortalidad superior al 90% y una media de supervivencia de 6 meses después del
diagnéstico. Presentan metdstasis en el 75% de los casos, principalmente en pulmén
(80%), seguido por el hueso (6-15%) y el cerebro (5-13%). Son generalmente grandes,
marcadamente invasivos (40%) y consisten en una mezcla de células fusiformes,
epitelioides y pleomérificas gigantes. Estdn masivamente infiltrados por macréfagos, lo

que contribuye a su apariencia heterogénea (23,30,31).

2.4 Carcinoma pobremente diferenciado

El PDTC tiene un grado de gravedad intermedio entre los carcinomas diferenciados y
los anaplésicos (2), y estdn caracterizados por un patrén de crecimiento infiltrativo,
necrosis, un alto indice mitético e invasién (23). También son habituales las metdstasis

en ganglios linfaticos, pulmén y hueso, aunque menos frecuentes que en el ATC (31).
gang P Y g g

3. Diagnéstico

Aunque el céncer de tiroides es relativamente poco frecuente, los nédulos de tiroides
son muy prevalentes. Estos se presentan en el 5-7% de la poblacién adulta en USA, lo
que representa 10 — 18 millones de personas (32). Debido a que la gran mayoria de
los nédulos tiroideos son benignos y que muchos casos de cdncer tiroideo son curables
con cirugia si se detectan precozmente, un importante desafio es el de identificar

aquellos nédulos que son malignos (5-10%) (33).

Ante un nédulo tiroideo, la realizacién de una historia clinica completa y una
minuciosa exploracién fisica del cuello son herramientas fundamentales para una
deteccién temprana de las neoplasias tiroideas. En los casos con uno o més nédulos
palpables, asi como en aquellos pacientes que presentan antecedentes familiares o

antecedentes de irradiaciéon cervical, se debe realizar una exploracién ecogréfica de

tiroides (34).
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La ecografia es una técnica que permite la caracterizacién y valoracién del riesgo de
malignidad de los nédulos tiroideos, basédndose en criterios como la vascularizacién
infranodal, la irregularidad del margen y la presencia de microcalcificaciones
(14,33,35). Asi, para los casos que miden mds de 1 cm, o aquéllos valorados como
de riesgo de malignidad por ecografia, ademds de los que tienen factores de riesgo
clinico, que sean benignos con crecimiento durante el seguimiento, esté indicada la

PAAF.

La PAAF es actualmente la mejor prueba diagnéstica preoperatoria para diferenciar
entre tumores de tiroides benignos y malignos (21,36). Esta prueba consiste en la
extraccion de pequefios fragmentos de tejido que son tratados como material
citolégico, y analizados por el patélogo utilizando el microscopio éptico (37). En
general, la precision de la PAAF es de >95% para PTC, MTC y ATC. El 68% de los
cénceres de ftiroides se detectan precozmente (7). Sin embargo, la PAAF tiene
limitaciones y entre el 10-40% de los casos, el diagnéstico citolégico es insuficiente o
indeterminado para malignidad. Ademds, la PAAF no es capaz de distinguir entre FA y
FTC, o entre un FA y un carcinoma de células oncociticas, y los FVPTC son con

frecuencia dificiles de diagnosticar (21,38).

Desde 2008, la categoria general de PAAF indeterminada ha sido dividida en tres
subcategorias: lesién folicular de significado indeterminado (FLUS Follicular Lesion of
Undeterminate Significance), neoplasia folicular u oncocitica, y sospechoso de
malignidad, con una probabilidad estimada de malignidad de 5-10%, 20-30% and
50-75%, respectivamente (39). En los pacientes con hallazgos citoldgicos sospechosos
o indeterminados, ninguno de los factores clinicos (edad, sexo, nédulos mdltiples vs
solitarios), de imagen (tamafo del tumor, caracteristicas ecogréficas del nédulo) o
citolégicos (células atipicas, indice mitético) son suficientemente precisos para

determinar quién debe someterse a una tiroidectomia (40).

Debido a que la citologia de la PAAF no puede discriminar entre tumores benignos y

malignos en hasta en un 30% de los nédulos de tiroides clasificados como
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indeterminados, y que ademds, presentan falsos negativos y resultados citolégicos
discordantes, se hacen necesarias pruebas de diagnéstico adicionales que mejoren la
precisién preoperatoria y ayuden a distinguir las neoplasias malignas de las benignas y

asi contribuir a la evolucién més favorable de estos pacientes (21).

Se ha demostrado que los ensayos moleculares en las punciones, especialmente de el
estudio de BRAF ademds de RAS, RET/PTC y PAX8/PPARy, pueden mejorar
significativamente la exactitud del diagnéstico de la citologia de la PAAF preoperatoria
(38,41-43). Se ha confirmado en estudios prospectivos la utilidad de los marcadores
genéticos (presencia de mutaciones BRAF o RAS, reordenamientos RET/PTC vy
PAX8/PPARy), los niveles de expresién de las proteinas galectin-3, HBME-1 y CK19
(44), y el nuevo clasificador de expresion de genes (Gene Expression Classifier) (Afirma)
(45,46), para mejorar la exactitud del diagnéstico preoperatorio en pacientes con
nddulos de tiroides indeterminados (38,43,47,48). Ademds, el uso de marcadores
moleculares (BRAF, RAS, RET/PTC y PAX8/PPARy) ya estd formalmente recomendado en

algunas guias clinicas (American Thyroid Association) (Recomendacién Grado C) (34).

4. Tratamiento

La cirugia es la primera eleccién de tratamiento en la gran mayoria de los casos de
céncer diferenciado de tiroides. La tiroidectomia, con o sin extirpacién de los ganglios
linféticos del compartimiento central (en caso de metdstasis ganglionares asociadas a
un alto riesgo de recidiva), se recomienda en todos los pacientes con PTC >1cm, que

son la mayoria de los casos (34).

Muchos pacientes con tumores de bajo riesgo son sometidos a una cirugia de
diagnéstico (lobectomia) o tiroidectomia que en el 70-80% de los casos, resulta ser
innecesaria (42,44). La diseccién profildctica de los ganglios del compartimiento
central, exponen al paciente a una cirugia mds extensa, con un alto riesgo de lesién

del nervio laringeo recurrente, lo que puede resultar en complicaciones clinicamente
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significativas de la voz (disfonia) y la degluciéon. También incrementa el riesgo de dafo
en las glandulas paratiroideas lo que puede resultar un tratamiento sustitutivo de por

vida con vitamina D (49).

La ablacién con 1" después de la cirugia permite destruir los restos que puedan
quedar en el lecho tiroideo, y esto permite, que posteriormente, se puedan detectar

precozmente las recidivas mediante las concentraciones séricas de tiroglobulina, y se
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precisa para el rastreo corporal total con I'°'. En los pacientes con metdstasis, el
continta siendo el tratamiento inicial a elegir. Se han conseguido tasas de remisién del
90% a 10 afos en pacientes con micrometdstasis pulmonares (50). Sin embargo, el

I'*" debe ser individualizado teniendo en cuenta que las dosis acumuladas

uso de
mayores de 600mCi pueden generar disfuncién de las gldndulas lacrimales y salivales,

fibrosis pulmonar, leucemia y un mayor riesgo en otras enfermedades (33,51,52).

La terapia hormonal sustitutiva con tiroxina se da a los pacientes para reemplazar las
hormonas que normalmente produce el tiroides y para evitar, cuando asi estd
indicado, que la hipéfisis produzca TSH con una concentracién excesiva que pudiera
contribuir a la recidiva (34). De hecho, en pacientes con cdncer de tiroides de alto
riesgo (estadios Il y V), la supresién de TSH (mantenimiento de TSH <0.1 mU/I)
disminuye las tasas de recidiva, progresién y mortalidad relacionadas con el céncer

(53).

No hay suficiente evidencia que apoye el uso de quimioterapia convencional en
pacientes que desarrollan un WDTC con metéstasis.  Su utilizacién estd restringida
para los casos de enfermedad avanzada que no puede ser controlada ni por cirugia, ni

I"*'o radioterapia externa. La guia de la American Thyroid Association sugiere que

por
antes de someterse a quimioterapia “los pacientes con enfermedad progresiva
deberian ser considerados primero para ensayos clinicos” (34). El agente més
estudiado es la doxorubicina, que puede producir respuestas parciales o estabilizacién

de la enfermedad durante pocos meses (54).
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La radioterapia externa se recomienda en el tratamiento de la enfermedad que no es
tratable con cirugia, incluyendo la enfermedad cervical residual y las metdstasis en
hueso y cerebro (34). El uso mds frecuente de la radioterapia externa en WDTC ha
sido para el control local y regional del céncer de tiroides, cuando existe enfermedad
residual o recurrente. En pequefias series se han descrito tasas de control local de las

metdéstasis del 72-81% a 4-5 afos después del uso de radioterapia (55,56).

Los pacientes con WDTC avanzado con metéstasis resistentes a los tratamientos antes

I, tienen un peor prondstico, y actualmente las

mencionados, particularmente al
investigaciones estdn enfocadas en el desarrollo de nuevas terapias para este grupo de
pacientes. La mayoria de las moléculas diana son conocidas por estar involucradas en
la carcinogénesis y progresion del cancer de tiroides e incluyen a muchos componentes
de las vias MAPK y PI3K-Akt, desde RTK (receptores tirosina quinasa) en la membrana
celular, a varias moléculas de la cascada de senalizacién como BRAF, MEK, AKT y
mTOR. Estas son dianas terapéuticas que estén siendo testadas, con inhibidores de la
tirosina quinasa (57,58), inhibidores de MEK (59) y terapias para restablecer la

capacidad de captacién de 1'*" (60,61). Ademds, se ha descrito que la combinacién de

terapias podria ser més eficaz (62,63).

Sin embargo, a pesar de la reciente proliferacién de ensayos clinicos enfocados en el
manejo y control del CT, en los estadios avanzados, las opciones de tratamiento
siguen siendo limitadas, con respuestas parciales y estabilizaciéon de la enfermedad
durante un tiempo limitado, en el mejor de los casos, pero las toxicidades son
numerosas, frecuentemente graves y ocasionalmente fatales. Ademds, no existe adn

evidencia suficiente para el uso habitual de cualquiera de estos nuevos agentes (63-

65).
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5. Factores clinicos de pronéstico

5.1 Edad, sexo y antecedentes familiares

Lo edad de los pacientes en el momento del diagnéstico es el factor pronéstico de
mortalidad més importante en el cancer de tiroides. El carcinoma de tiroides es mds
letal cuando la edad de diagnéstico es superior a los 40 afos; la mortalidad aumenta
de forma significativa en pacientes mayores de 60 afos (16). El riesgo de recidiva local
y a distancia es mayor en menores de 20 afios. Sin embargo, las tasas de
supervivencia son generalmente altas, excepto en los mds pequefos (<10 afos) (66).
En mayores de 60 afios también existe un alto riesgo de recidiva (40%).

Aunque las diferencias en el prondstico segin el sexo son pequefas, este tipo de
neoplasias son mds agresivas y tienen una mayor tasa de mortalidad en hombres que
en mujeres (67).

Aln cuando el PTC familiar es mdés agresivo que el esporéddico, esto no implica

necesariamente una peor evolucién.

5.2 Histologia del tumor

La histologia del tumor es un determinante critico del resultado de la enfermedad. En
general, los WDTC estdn asociados a una alta tasa de supervivencia y muestran un
comportamiento muy parecido en pacientes con la misma edad y estadio clinico al
momento del diagndstico. Tienen un pronéstico excelente si el tumor estd confinado en

el tiroides, es de tamafo pequefio y minimamente invasivo.

Un 10% de los PTC presenta una cépsula que rodea al tumor, lo que determina una
evolucién favorable. Algunas variantes histoldgicas del PTC se asocian a un peor
prondstico. La variante de células altas estd asociada a un estado de la enfermedad
mds avanzado, se presenta en personas mayores, tiene un alto riesgo de recidiva local,
y a distancia, y una tasa de supervivencia menor comparada con la variante
convencional (68).

Los FTC ampliamente invasivos, que son los menos frecuentes, tienen un mal

prondstico, y hasta el 80% de los casos presentan ya metdstasis al diagndstico.
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La OVFTC estd asociada a indices de recidiva y mortalidad superiores a los del resto

de los FTC.

5.3 Tamaio del tumor

Existe una relacién directa entre el tamafo tumoral, el indice de recidiva local y la
mortalidad producida por el céncer, tanto en PTC como en FTC (16). Los cdnceres de
tiroides menores de 1,5 cm, que limitan su extensién al interior del tiroides, no

producen casi nunca metdstasis a distancia, por lo que su mortalidad es minima.

5.4 Grado de invasién
Hasta el 10% de los WDTC atraviesan la cépsula tiroidea extendiéndose més alld de
los limites de la glandula, lo que aumenta la morbilidad y mortalidad. La invasién local

ocurre tanto en los PTC como en los FTC, y su presencia se asocia a indices de

recidiva mds altos (33%) (16,69).

5.5 Metdstasis ganglionares

No estd del todo claro si la presencia de adenopatias con metéstasis implica un peor
prondstico. Los resultados de los distintos estudios son controvertidos. Por un lado, los
hay que no encuentran relacién entre la existencia de adenopatias y un aumento de la
recidiva o la mortalidad (70,71). Por otro lado, estd demostrado que la presencia de
adenopatias se asocia a un incremento de las metdstasis a distancia, sobre todo si esas
adenopatias son bilaterales, se encuentran en la zona alta del mediastino o tienen la

cépsula ganglionar infiltrada (16,72).

5.6 Metéstasis a distancia

La principal causa de muerte en los PTC son las metdstasis a distancia. Casi el 10% de
los PTC y hasta el 25% de los FTC cursan con metéstasis, y la mitad de ellas estdn
presentes en el momento del diagndstico (73). Las metdstasis a distancia son mds
frecuentes en las variantes oncociticas y en los pacientes mayores de 40 afos. Los
4rganos que con mds frecuencia tienen metdstasis son los pulmones (50%), los huesos

(25%), pulmones y hueso (15%) y el sistema nervioso central (10%). También se
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pueden encontrar metdstasis en el mediastino, cerebro, gldndula adrenal, piel e
higado (18). Las variables relacionadas con el prondstico de los pacientes que

|131

presentan metdstasis son la edad, el tamafo y la capacidad de captar por las

células tumorales.

Existen otfros factores que pueden afectar al prondstico de la enfermedad como:

a. El retraso en el inicio del tratamiento. Un retraso en el inicio del tratamiento
incrementa las tasas de invasiéon vascular, capsular y aumenta la probabilidad de que
los pacientes sufran de persistencia de la enfermedad durante el seguimiento (74).

b. La extensién de la cirugia. En tumores de <1 cm la extensién de la cirugia no
afecta las tasas de recidiva o supervivencia. Sin embargo, los pacientes con tumores
>1 cm tienen un 15% mds de riesgo de recidiva cuando se les ha practicado sélo una
lobectomia, y su tasa de mortalidad aumenta en un 31% cuando se la compara con la
de la tiroidectomia (75).

c. El tratamiento con 1", Algunos estudios indican claramente los beneficios de su
utilizacién sobre las tasas de recidiva (76), metdstasis a distancia, y mortalidad (16),
incluso en pacientes de alto riesgo (34).

d. La terapia de supresién con tiroxina. La terapia de supresién de la TSH esté
asociada con la reduccién de eventos clinicos adversos (77) y también reduce la
incidencia de enfermedad recurrente (78). Sin embargo, solamente beneficia a
pacientes con enfermedad avanzada (estadios Il y 1V), que presentan una mejora

global en la tasa de supervivencia (53).

6. Sistemas de estadiaje del cdncer de tiroides

En el intento por predecir un prondstico exacto del céncer de tiroides, se han disefiado
diferentes sistemas de estadiaje: TNM (T extensién of primary tumor, N conditions of
regional lymph nodes, and M distant metastases), AMES (Age, distant metastases, Extent
and Size of the primary tumor), AGES (Age, Grade, Extent and Size), MACIS (Distant

Metastases, Age, Completeness of surgery, Invasion of the extra- thyroidal tissues and
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Size of tumor). Sin embargo, la comparacién de su eficacia demuestra que ninguno de
ellos es completamente satisfactorio (79-81). Asi, la European Thyroid Association (ETA)
(33) y la American Thyroid Association (ATA) (34), recomiendan la utilizaciéon del
sistema de clasificacién TNM (Tamafo del Tumor, Presencia de Nédulos Afectados y
Metdstasis) de la American Joint Commission on Cancer y la International Union

Against Cancer (Tabla 1.1).

Tabla 1.1 Clasificacién TNM para WDTC. a) Definiciéon de T, N y M. b) Estadio segin TNM
(34).

a)
Definicién
Tl Tumor <2cm
T2 Tumor de 2 — 4cm
T3 Tumor >4cm limitado al tiroides o de cualquier tamafio con minima extensién extratiroidea
T4 Tumor de cualquier tamafo con extensién a través de la cdpsula tiroidea a tejidos blandos
¢ subcutaneos, laringe, trdquea, eséfago o nervio laringeo recurrente
T4b Invasién tumoral a fascia prevertebral o afectacién de la carétida o los vasos mediastinicos
Tx Tamafio del tumor primario desconocido, pero sin invasién extratiroidea
NO Ausencia de metdstasis
Nla Metdstasis al nivel VI (pretraqueal, paratraqueal y prelaringeo)
Metdstasis en ganglios cervicales unilateral, bilateral, o contralateral (niveles I, Il, lll, IV o V) o
N1b
retrofaringeos o mediastinicos superiores (nivel VII)
Nx Ganglios linféticos regionales sin valoracién
MO Ausencia de metdstasis a distancia
M1 Metdstasis a distancia
Mx Metdstasis a distancia no evaluadas
b)
Estadio Pacientes < 45 aios Pacientes = 45 afos

| Cualquier T, Cualquier N, MO T1, NO, MO

Il Cualquier T, Cualquier N, M1 T2, NO, MO
T3, NO, MO;  T1,Nla, MO; T2, Nlg, MO; T3,
N1a, MO
T4a, NO, MO; T4a, N1a, MO; T1, N1b, MO;

IVA

T2,N1b, MO; T3,N1b, MO;  T4a, N1b, MO
VB T4b, Cualguier N, MO
IVC Cualquier T, Cualquier N, M1
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Sin embargo, el estadiaje TNM no muestra todos los aspectos que deben ser
considerados al elegir el grado de tratamiento apropiado para cada paciente. Por lo
tanto, la ETA y la ATA recomiendan que la extension de la cirugia debe basarse en: a)
la historia de exposicién a radiacién, b) la multifocalidad y extension extratiroidea del
tumor, c) la invasién vascular e histologia del tumor, ademds de d) los factores
considerados en el sistema de estadiaje TNM. Igualmente, la decisién de aplicar I'*'
estard basada en el resultado de la cirugia, la histologia del tumor y la extensién

extratiroidea, en conjuncién con el estadio TNM del tumor (33,34).

7. Cdncer de tiroides asociado a sindromes hereditarios

Entre el 5 y el 10% de los carcinomas de tiroides no medulares (FTC y PTC) se
desarrollan en el seno de sindromes tumorales hereditarios (12). Los sindromes mds

comunes son:

7.1 Poliposis adenomatosa familiar (FAP) o sindrome de Gardner

La poliposis adenomatosa familiar es una enfermedad autosémica dominante causada
por mutaciones germinales en el gen APC (adenomatous polyposis coli gene). APC es
un gen supresor de tumor localizado en el cromosoma 5921 (82), que codifica una
proteina que participa en el complejo multiprotéico ubiquitin-proteosémico que
degrada la B-catenina libre presente en el citoplasma. Se cree que las mutaciones de
APC generan una proteina truncada incapaz de degradar la B-catenina (83). También

se han descrito mutaciones somdticas del gen APC en formas esporddicas de céncer

de tiroides (Tabla 1.2).

Los pacientes desarrollan cientos de adenomas, principalmente localizados en colon y
recto. El PTC es una de las manifestaciones extraintestinales del FAP que ademds
incluye osteomas, alteraciones dentales, quistes epidérmicos, tumores desmoides,
hipertrofia congénita del epitelio pigmentario de la retina, hepatoblastoma y

meduloblastoma.
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Los carcinomas de tiroides asociados a FAP son generalmente bilaterales y
multifocales, con un patrén de crecimiento cribiforme con édreas sélidas y fibrosis
marcada (84,85). En los pacientes con FAP, la prevalencia del PTC es de 2-12% de los
casos (86-88). Las mujeres j6venes (<30 afios) con FAP tienen una probabilidad 160

veces mayor de desarrollar un PTC que un individuo sin la mutacién (84).

7.2 Sindrome de Cowden

Es una enfermedad autosémica dominante causada por una mutacién germinal en el
gen PTEN vy caracterizado por el desarrollo de multiples hamartomas y cénceres de
tiroides, mama y endometrio (89). PTEN es un gen supresor tumoral localizado en el

cromosoma 10g23.3 que antagoniza la via de sefalizacién PISK/Akt.

Dos tercios de los pacientes con sindrome de Cowden desarrollan tumores tiroideos
que incluyen bocio multinodular, nédulos adenomatosos multiples, AF, FTC y con
menor frecuencia PTC. El 80% de los pacientes con este sindrome son portadores de
mutaciones germinales en PTEN. El 10% de estos pacientes desarrollan AA que pueden

evolucionar a FTC (90).

7.3 Complejo de Carney

El complejo de Carney es un sindrome de herencia autosémica dominante
caracterizado por mixomas en diferentes localizaciones, hiperpigmentacién cuténea
(pecas alrededor de los labios, mucosa oral y genital, y nevus azules) e hiperactividad
endocrina. Las manifestaciones mds comunes relacionadas con gldndulas endocrinas
son acromegalia, tumores tiroideos (el PTC y el FTC se presentan en hasta el 15% de
los pacientes con esta enfermedad), tumores testiculares, y sindrome de Cushing
debido a la enfermedad adrenocortical nodular pigmentada primaria (PPNAD),
independiente de la hormona adrenocorticotropa (91). El gen PRKARTA localizado en
el cromosoma 17q23-24 codifica la subunidad reguladora alfa (R1A) de la proteina
quinasa A, con un papel clave en la ruta se sefalizacién del adenosin monofosfato

ciclico (AMPc) implicado en la presencia de carcinogénesis de origen endocrino (92).
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Las mutaciones en PRKARTA conducen a una disminucién del 50% de actividad de la
subunidad, acompafada por el efecto compensatorio por parte del resto de los
componentes del complejo, cuyo resultado final es el aumento de la actividad de la
PKA, que aumenta la proliferacion celular y la tumorogénesis. Las mutaciones que

activan este gen se encuentran en un 70% de los pacientes con este sindrome.

7.4 Sindrome de Werner

El sindrome de Werner es una enfermedad autosémica recesiva poco frecuente
caracterizada por un envejecimiento prematuro. Es causado por mutaciones en el gen
WRN (90% de los casos) localizado en el cromosoma 8p11-12. Este gen codifica la
proteina RecQ helicasa y exonucleasa, importante en la reparacién y replicacién del
DNA. La tasa de incidencia global del cancer de tiroides (PTC, FTC y ATC) es del 18%
(93).

8. Alteraciones genéticas comunes en el cdncer de tiroides

Los carcinomas de ftiroides derivados de las células foliculares presentan una
progresion que va desde WDTC altamente curables, hasta los tumores ATC casi
uniformemente incurables (94). El PDTC y las variantes agresivas de WDTC presentan
grados intermedios de esta progresién. La evidencia clinica, epidemiolégica vy
patoldgica apoya un concepto de progresidn paso a paso (teoria del “maltiple hit”), y
desdiferenciacion celular esquematizado en la figura 1.3. La iniciacién y progresién
tumoral ocurren a través de la acumulacién gradual de varias alteraciones genéticas y
epigenéticas (94,95), con el correspondiente trastorno progresivo de las vias de
sefalizacién involucradas. En el cancer de tiroides existen dos vias de sefalizacién
principalmente afectadas, la MAPK y la PIBK/AKT. Aunque también se encuentran
afectadas, las vias de sefalizacion NF-kB, RASSF1-MST1-FOXO3, WNT- B-Catenina,
HIFTay la TSHR.

34
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Figura 1.3. Modelo de progresién gradual de cancer de tiroides. Adaptado de (2,27,96).

8.1 Via de sefializacién Ras-MAPK

Los carcinomas bien diferenciados (PTC, FTC) se caracterizan esencialmente por una
activacion constitutiva de la via de sefalizacion MAPK, resultado de mutaciones o
reordenamientos en diferentes efectores de esta via, principalmente RET, BRAF o RAS

(Figura 1.4).

A. Reordenamientos cromosémicos

a. RET

RET (rearranged during transfection) fue el primer receptor tirosina quinasa en ser
identificado en cdncer de tiroides (?7), y sus reordenamientos son la segunda
alteracién genética més frecuente en PTC. Este proto-oncogén localizado en el
cromosoma 10g11.2 codifica un complejo receptor, que contiene un Unico dominio
transmembrana y 4 dominios cadherina dispuestos en tdndem y localizados en la
regién extracelular. Estos dominios intervienen en la unién de moléculas de calcio, que
estabilizan la regién extracelular y facilitan el reconocimiento de los ligandos. RET se
activa al formar un homodimero que interactia con otras proteinas, origindndose un

complejo multiprotéico que incluye un ligando soluble perteneciente a la familia del
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factor neurotréfico derivado de la glia (GFL 6 “GDNF family ligands”) y un correceptor
de superficie perteneciente a la familia de receptores de GDNF (GFRs 6 “GDNF family
receptors”) (98). RET se expresa también con niveles bajos en las células foliculares

tiroideas (99), y generalmente no se detecta en tumores benignos.

Sefal apoptoética
Estimulo mitogénico I_-J

Citocinas

vV

Membrana celular

Gen promotor de
; tumor (ej. mTOR,

tumor (ej. c-myc, .
v T oo ciclinaD, CREB,

G o8 proapoptéticos
P Ve tumor y tiroides (&]. IKK, Mdm2 en la via FOXO:
tumor (ei.VEGFA, | | Timpa. NIS. TSHR) A MMP7)

A MET, HIF1A, \ '/ /

PROLIFERACION DE CELULAS TIROIDEAS
TUMOROGENESIS
PROGRESION DEL CANCER DE TIROIDES

Gen promotor de

Gen supresor de

enes promotores

tumory a
apoptoticos (€
VEGFA, vimentil

Figura 1.4 Vias de sefalizacién implicadas en el cancer de tiroides. Adaptado de (100).

En la actualidad hay mas de 15 reordenamientos RET/PTC que implican a RET con 10
genes diferentes que son especificos de PTC (101,102). Todos los reordenamientos
resultan de la fusién del dominio tirosina quinasa de RET con la regién 5’ terminal de
genes heterélogos. RET/PTC1 (60-70% de casos positivos) y RET/PTC3 (20-30% de
casos positivos) son las oncoproteinas de RET mdés comunes, y estédn formadas por la
fusion de RET a los genes H4 (D10S170) y NCOA4 (ELET), respectivamente (103).

Los reordenamientos RET/PTC activan las vias de sefalizaciéon PI3K y MAPK, que
resultan en una activacién constitutiva de ambas vias y en la carcinogénesis (2). Estos

reordenamientos se encuentran en los PTC inducidos por radiacién y en cdnceres
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pedidtricos (104), aunque también se han detectado en PTC esporddicos en los que la
frecuencia es mds baja y parece variar entre diferentes regiones geogréficas (Tabla
1.2) (105). La causa de estos reordenamientos en los PTC esporédicos no se conoce,
pero la estrecha asociacién entre su presencia y el fenotipo del PTC sugiere que
desempefan un papel causal en la patogénesis (106). Los reordenamientos RET/PTC
estdn presentes sélo en una pequefa fraccion de PDTC, 0-13% (107), lo que sugiere

que esta oncoproteina no se asocia a un alto riesgo de progresién tumoral (Figura

1.3)(101).

b. NTRKT

El oncogén NTRKT (Neurotrophic receptor tyrosine kinase) estd localizado en el
cromosoma 1922 y codifica el receptor para el factor de crecimiento neuronal. En el
carcinoma de tiroides (PTC), los reordenamientos que involucraban este gen se
describieron en 1989 (108). El receptor activado inicia varias cascadas de
transduccién de sefales que incluye las vias ERK, PI3K y la fosfolipasa-Cy (PLCy).
Como RET, NTRK1 sufre una activacién oncogénica por reordenamientos
cromosémicos que fusionan el dominio tirosina quinasa de NTRKT a la regién terminal
5" de genes heterélogos. La proteina quimérica resultante exhibe una activacién
constitutiva de la actividad tirosina quinasa. Se han descrito varias proteinas quiméricas
de NTRKT en el céncer de tiroides (TRK, TRK-T1, TRK-T2, TRK-T3) (109). El oncogén
NTRK1 parece estar restringido al PTC y tiene una baja prevalencia (Tabla 1.2).

B. Mutaciones puntuales

a. BRAF

El proto-oncogén BRAF estd situado en el cromosoma 7qg24 y codifica una
serina/treonina quinasa que transduce sefales reguladoras a través de la cascada Ras-
Raf-MEK-ERK. Su asociacién con el cancer de tiroides (PTC) fue descrito en 2003
(110). La mutacién BRAF proporciona una ruta alternativa para la activaciéon aberrante
de la senalizacién de ERK, que estd implicada en la carcinogénesis de varios tipos de
cénceres humanos. La transversién T a A en la posicion 1799 del cDNA de BRAF,

resulta en un cambio de valina por dcido glutdmico en el residuo 600 de la proteina.
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Este cambio representa la mutacién mds frecuente en los PTCs esporddicos, y es una
diana para la investigaciéon de nuevas terapias (111). También se han descrito otras
mutaciones en las posiciones 598, 599 and 601, asi como reordenamientos que

activan BRAF; (AKAP9—BRAF, AGK-BRAF) (112). Sin embargo, estas alteraciones son

muy poco frecuentes.

Las mutaciones en BRAF pueden ocurrir en un estadio temprano del desarrollo del
tumor ya que se han descrito en PTC microscédpicos (Figura 1.3) (113). Aunque la
mayoria de los PTC con mutacién BRAF tiene una apariencia histolégica cldsica
(variante convencional), la variante de las células altas considerada como una forma
mds agresiva, tiene una prevalencia particularmente alta, 75-100% de esta mutacién
(113-115). Mutaciones en BRAF son poco frecuentes en la variante folicular y no se

encuentran en FTC ni en los AF (Tabla 1.2) (110).

Muchos (113,116,117), pero no todos (118,119) los estudios muestran que los PTC
con mutaciéon BRAFYF se diagnostican con mayor frecuencia con invasién
extratiroidea y en un estadio mds avanzado. La mutacién BRAFY™ también estd
asociada a la disfuncién de NIS (sodium-iodide symporter), que ocasiona una

disminucién de la captacion de yodo y una posterior resistencia al tratamiento con '

(60,120-122).

Las mutaciones en BRAF son el defecto oncogénico predominante de la via de
sefalizacién de la MAPK en ATC. RET/PTC, NTRK y PAX8-PPARy se ven raramente en
PDTC o ATC, apoyando la nocién de que los cdnceres diferenciados de tiroides
asociados con estos reordenamientos generalmente no progresan a PDTC o ATC
(123). Estos tumores poco diferenciados o indiferenciados pueden desarrollarse de
novo (124), aunque ofros estudios sostienen que su desarrollo procede de la

progresion de carcinomas papilares o foliculares pre-existentes (125) (Figura 1.3).

b. RAS
Los genes de la familia RAS (HRAS, KRAS y NRAS) localizados en 11p11, 12p12y
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1p13 respectivamente, codifican proteinas G altamente relacionadas entre i,
localizadas en la superficie interna de la membrana celular, y que tienen un papel
relevante en la transduccién intracelular de las sefales originadas desde los receptores
tirosina quinasa de la membrana celular a los receptores acoplados a las proteinas G.
En tiroides las mutaciones en estos genes fueron descritas en 1988 (126). En su
estado inactivo RAS estd acoplada a GDP (guanosin difosfato). Tras su activacién se
une a GTP (guanosin trifosfato) activando las vias de sefalizacién MAPK y PI3K/AKT.
En estado normal, la proteina activada RAS-GTP se inactiva rédpidamente. En el cancer,
las mutaciones puntuales ocurren en diferentes dominios de los genes RAS, y conducen
a un incremento de la afinidad por GTP (mutaciones en los codones 12 y 13) o a la
inactivacién de la funcién GTPasa auto-catalitica (mutaciones en el codén 61). Como
resultado, la proteina se convierte en un interruptor permanentemente encendido y
activa constitutivamente todas las proteinas posteriores en la cascada de sefalizacién
(127). En el cancer de tiroides, las mutaciones en NRAS que involucran el codén 61

son las mds comunes (128).

Las mutaciones en genes RAS se presentan con una frecuencia variable en todos los
tipos tumorales derivados de las células foliculares. En PTC, es relativamente
infrecuente (129) y casi siempre estén relacionadas con la variante folicular. En FTC,
PDTC y ATC las mutaciones en RAS tienen una alta prevalencia (Tabla 1.2) (95) y estén

correlacionadas con desdiferenciacion y mal pronéstico (2,130,131).

Sin embargo, las mutaciones RAS no son especificas de los carcinomas y ya que
también se encuentran en los AF, hecho que ha sido tomado como evidencia que la
activaciéon de RAS podria ser un paso temprano en la carcinogénesis del tiroides

(Figura 1.3), aunque esto no ha sido probado de manera concluyente (99,132).

8.2 Via de sefializacién PI-3K-AKT-mTOR
Se han descrito alteraciones genéticas que involucran proteinas a lo largo de la via de
sefializacién PI3K/AKT, particularmente en FTC y ATC. Estas incluyen el aumento del

numero de copias y la activacién debido a mutaciones en PIK3CA, la inactivacién de
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mutaciones y deleciones en PTEN, y también la aparicién de mutaciones activadoras

de RAS (133,134).

a. PI-3KCA

La via de sefalizaciéon PI-3K es un importante regulador de proliferacién, apoptosis,
metabolismo y motilidad celular. Las mutaciones activadoras en la subunidad catalitica
de PI-3K (PI-3KCA) conducen a la activaciéon de las cascadas de sefializacién por
debajo de PI-3K. Muchas de las mutaciones han sido localizadas en los dominios
helicasa (exén 9) y quinasa (exén 20) de la proteina (135). Ademds de las mutaciones
activadoras, la amplificacién del gen PI-3KCA contribuye al incremento de la

sefalizacién PI-3K en tumores tiroideos.

Entre los carcinomas bien diferenciados estas alteraciones ocurren principalmente en el
FTC (8-13% mutaciones, 28% amplificaciones) y menos frecuentemente en el PTC (2%
mutaciones, 12% amplificaciones). Su frecuencia en ATC aumenta hasta un 17% para

mutaciones PI-3KCA y a 42% para la amplificacién del gen (Tabla 1.2) (134,136).

b. PTEN

Las mutaciones con pérdida de funcién en PTEN, (lipid and protein phosphatase)
neutralizan la actividad de PI-3K; estas mutaciones ocurren con relativa baja frecuencia
en el cancer de tiroides (Tabla 1.2). La pérdida de expresién en PTEN seguido por la
delecién del gen es un mecanismo mdas comin: 3% en AF, 22% en PTC, 36% en FTC
and 41% in ATC (136,137). Ademds, las mutaciones germinales en PTEN provocan el
sindrome de Cowden (138).

8.3 Otras vias

a. PAX8-PPARy El reordenamiento PAX8-PPARy es una translocacién cromosémica
t(2:3)(q13;p25), que contribuye al desarrollo de cdanceres de tiroides (139). Fue
descrita por primera vez en AF (140). PAX8 (paired-box gene 8) codifica para un factor
transcripcional requerido en la génesis de los linajes de células foliculares y la

expresion de genes especificos para la regulacion del tiroides, mientras PPARy
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(peroxisome proliferator-activated receptor-y) es un miembro de la superfamilia de
receptores nucleares de hormonas. La proteina quimérica contiene un dominio de
unién al DNA de PAX8 y funciona como un dominante negativo sobre la actividad
transcripcional normal de PPARy. Los tumores asociados con PAX8/PPARy
generalmente tienen un prondstico favorable. Los reordenamientos PAX8/PPARy se
encuentran principalmente en los FTC, y en una pequefia fraccién de AF (141-143).

También se han descrito en un porcentaje muy bajo de PTC (ocasionalmente en

FVPTC) (Tabla 1.2) (141,142).

b. p53

El gen P53 codifica una proteina nuclear que induce la parada del ciclo, senescencia
y/o apoptosis en respuesta a dafo celular. Una via defectuosa de p53 puede contribuir
a la carcinogénesis, la progresién de la enfermedad y la resistencia al tratamiento. En
los carcinomas de tiroides, las mutaciones en p53 son raras o completamente ausentes
en WDTC (144-146), incluyendo aquellos que estdn relacionados con la radiacién
(147), pero frecuentes en PDTC y particularmente en ATC (Tabla 1.2) (144,145). Por
lo tanto, parece ser que en el curso de la carcinogénesis tiroidea, las mutaciones p53
son un evento tardio y estdn asociadas con la progresién del tumor (148) y un fenotipo

mas agresivo (Figura 1.3).

c. B-Catenina

La B-catenina (CTNNBT) es un regulador de adhesiéon célula-célula mediado por E-
cadherina y un componente fundamental de la via de sefalizacion Wnt (Wingless
Signaling Pathway) (149). Se ha descrito una alta frecuencia de mutaciones CTNNBI
en PDTC y ATC pero no en WDTC (Tabla 1.2) (146,150), lo que sugiere que las
mutaciones en CTNNB] tienen un papel directo en la diferenciacién de los canceres de

tiroides, especialmente aquellos que progresan a ATC.

d. Sobreexpresién de los factores de crecimiento y sus receptores
Se ha descrito que los cambios en la expresién de los factores de crecimiento y sus

receptores, estdn asociados con la carcinogénesis tiroidea. Los factores de crecimiento
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también conducen a la activacidon permanente de las vias MAPK, PI-3K y sus

respectivas cascadas; entre ellos encontramos:

1. TSH-R (Thyroid stimulating hormone receptor), activa las vias cAMP
y PLC (fosfolipasa C). La pérdida de expresion del receptor de TSH (151) se considera

un evento tardio en el modelo de progresién del cancer de tiroides (152).

2. GSP (Gs-alpha), facilita la unién del ligando TSH-R y la activacién de la
adenilato ciclasa resultando en un incremento de cAMP. Su sobre-expresién se ha
descrito en tumores de tiroides malignos (153,154).

3. EGF (Epidermal growth factor), inicia una cascada quinasa que activa
la via de las MAPKs. Los nédulos hiperfuncionantes y las lesiones malignas expresan
altos niveles de EGF (155) con una expresién mds elevada en PTC y ATC (156).

4. VEGF (Vascular endotelial growth factor), los factores angiogénicos
estimulan la neovascularizacién y tienen un papel importante en el crecimiento de los
tumores. Se han correlacionado los niveles de VEGF y su receptor con el tamafo de
los PTC y su recidiva (157).

5. IGF-1 (Insulin-like growth factor), puede ocasionar la proliferacién de
tirocitos (158). Se ha descrito en AF y carcinomas de tiroides un incremento en la

inmunoreactividad de IGF-1 y su receptor (159).
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Tabla 1.2 Prevalencia de las alteraciones genéticas en carcinomas del epitelio folicular de
tiroides.

Alteracién
AF PTC FTC PDTC ATC Referencias
Genética
Reordenamientos
2% 15-40% 0% 0-13% 0% (101,105,107)
RET/PTC
Mutaciones
0% 27-87% 0% 12-17% 20-50% (110,123,137,160-162)
BRAF
Mutaciones  RAS | 20-40% 10-20% 40-50% | 40-55% 30-50% (2,95,123,131,134)
Reordenamientos
2-30% 5% 30-47% 0% 0% (2,141-143))
PAX8/PPARYy
Reordenamientos
0% 10-25% 0% - ) (163)
NTRK1
Mutaciones
2-15% 15% - 23% (134,136)
PIK3CA
Mutaciones PTEN - 2% 7% - 12-50% (137)
Mutaciones
0% 0% 25% 66% (146,150)
CTNNBI1
Mutaciones
0-9% 0-9% 17-38% 67-88% (144,145)
TP53

9. Marcadores moleculares de diagnéstico y pronéstico

Los marcadores moleculares también son conocidos como marcadores biolégicos o
marcadores tumorales. Hace mds de cuarenta afos, los primeros marcadores
descubiertos en el cancer de tiroides fueron la medicién de la tiroglobulina y los niveles
de calcitonina en suero (164). Su descubrimiento ayudé a revolucionar el manejo de
los pacientes con cdncer de tiroides en términos de un mejor seguimiento y diagndstico
precoz (165). El rdpido avance en las técnicas moleculares ha permitido decribir
alteraciones asociadas a la patogénesis del céncer de tiroides y han ayudado a

mejorar el conocimiento acerca de su progresién. Los diferentes eventos moleculares
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estén asociados con etapas especificas del desarrollo del tumor y podrian servir como

factores prondsticos y dianas terapéuticas (166,167).

9.1 Mutaciones puntuales

Quizds la mds intensamente estudiada es el proto-oncogén BRAF. Algunos estudios
asocian la mutacién BRAFY®® con invasién extratiroidea, tumores multicéntricos,
presencia de metdstasis ganglionares, estado avanzado de la enfermedad, mayor edad
a la presentaciéon inicial y alta probabilidad de persistencia y recidiva (40,168-170).
Ademds, se ha descrito que los pacientes con la mutacion BRAFYF tienen un riesgo
2.14 veces mayor (95% Cl, 1.67-2.74) de recidiva y de persistencia de la enfermedad
(169). Sin embargo, otros estudios no muestran una relaciéon significativa entre la
presencia de esta mutacién y el comportamiento clinico (162,171,172), o restringen el
alto riesgo de recidiva a pacientes mayores de 65 afos (170). Entre el 20-30% de los
tumores BRAFY tienen un curso clinico agresivo, y por consiguiente su impacto sobre

el prondstico de los tumores todavia estd por definir (173).

Las mutaciones en RAS, particularmente las mutaciones en NRAS, estdn asociadas con
un incremento de la agresividad de PDTC y FTC, disminuyendo la supervivencia del
paciente (130,174,175), de manera que la utilidad de este marcador genético parece

prometedora pero ain queda por definir (20).

9.2 Marcadores inmunohistoquimicos

La inmunohistoquimica es una poderosa herramienta para la investigacién ya que
proporciona informacién suplementaria a la evaluacién morfolégica de los tejidos. Su
utilizacién en el estudio de marcadores celulares que definen fenotipos especificos
proporciona informacién importante de diagnéstico, de prondstico y también

predictiva, relacionada con el estatus y la biologia de la enfermedad.

Se han propuesto varios marcadores inmunohistoquimicos utilizando diferentes
anticuerpos, solos o combinados en paneles, para mejorar la exactitud en el

diagndstico e intentar predecir el pronéstico de los carcinomas del epitelio folicular
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(tabla 1.3). Estos marcadores pertenecen a diferentes categorias y estdn vinculados a
la adhesion celular (galectina-3, E-cadherina, fibronectina), receptores de senalizacion
(RET), control de la transcripcién (factor de transcripcién de tiroides [TTF1]), secrecién
(tiroglobulina, calcitonina, antigeno carcinoembrionario [CEA]), regulacién del ciclo
celular (p16, p21, p27, ciclina D1 y ciclina E) y la estructura celular (citoqueratina 19)
(Tabla 1.3). Los hay que se encuentran en diferentes partes de la célula como la
membrana y/o citoplasma (Hector Battifora mesotelial 1 [HBME-1], B-catenina) y el
nicleo (p53) (176). También se ha descrito la expresion diferencial de paneles de

proteinas para diferenciar entre nédulos malignos y benignos (177-180).

La transformacién de los WDTC en ATC ha sido estudiada a través de la expresién
inmunohistoquimica de diferentes marcadores, identificando alteraciones en una
amplia gama de procesos celulares como la disminucién de la regulacion del ciclo
celular y la apoptosis (p53, Bcl2, topoisomerasa Il a, y MIB-1), la perturbacién de la
adhesién celular y de moléculas de sefalizacion (E-cadherina, B-catenina), la pérdida

de la funcién de sintesis normal (tiroglobulina), y un desarrollo progresivo de la

neovascularizacién (VEGF) (181).

Tabla 1.3 Marcadores inmunohistoquimicos descritos en estudios de caracterizacién
diferencial de los diferentes subtipos de carcinomas del epitelio folicular tiroideo.

Proteina Subtipo IHQ Referencia
Galectina-3 PTCy FTC Sobre-expresién (182-184)
CK19 PTC Sobre-expresién (185)
E-cadherina FTC Sub-expresién (186,187)
HBME-1 PTC, y FTC Sobre-expresién (188)
p27 PTC Sub-expresién (189,190)

RET PTC Sobre-expresién (191)

Ciclina D1 ATC, PTC, y FTC Sobre-expresion (182,192,193)
B-catenina PTC, y FTC Sobre-expresién (182,194)

P53 WDTC Expresién positiva (195,196)
Ki-67 OVFTC Sobre-expresién (197)

Bcl2 OVFTC Expresién positiva (197)
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Otros marcadores inmunohistoquimicos estudiados incluyen: biotinidasa (198), NCAM
(199) TLR-4 (200), FASN y phopho-c-Met (201); NIS, y ciclo-oxigenasa 2 (COX-2)
(176), CD44v, CD10, CD57, STAT3, TTF-1 (176), PPARgamma (202), y la
tiroglobulina. En general, un solo marcador no llega a ser éptimo en términos de
sensibilidad y especificidad. De manera que paneles de 2 o mds anticuerpos son mds
efectivos y podrian mejorar la exactidud en el diagnéstico y la prediccién del
prondstico. Desafortunadamente, ninguno de los marcadores estudiados hasta el
momento ha sido confirmado como marcador aplicable en clinica para el diagndstico

y/o de prondstico clinico (131).

9.3 Perfiles de expresién génica

La caracterizacién gendémica es una potente herramienta para definir cambios en los
patrones de expresién génica tumoral, que permiten identificar genes en vias de
sefalizacién esenciales para el desarrollo del tumor. El andlisis de éstos perfiles de
expresion permite definir marcadores que pueden llegar a convertirse en futuras dianas

terapéuticas.

Las tecnologias para establecer perfiles de expresién génica, como los microarrays de
cDNA, arrays de oligonucledtidos, secuenciacién masiva o andlisis seriados de
expresion génica (SAGE) generan una cantidad de datos tan grande que exigen
complejos andlisis bioinformdticos para su utilizaciéon. En el céncer de tiroides, los
perfiles de expresién génica actuales demuestran que las mutaciones en BRAF,
RET/PTC y RAS son determinantes clave para la variacién en la expresién génica en los
PTC. Existen también perfiles que evidencian, que en los PTC la desregulacion de
ciertos genes activa vias de sefalizacién implicadas en la carcinogénesis (203,204) o
en un comportamiento agresivo. En particular, la sobre-expresién de los genes LIMD2,
PTPRC (CD45), KIT, LMS7, SYNGR2, UBE2C, CDC2/7 o DOCKIO conduce a
aumentos de proliferacién, a remodelacién del esqueleto de actina y a alteraciones en

la motilidad celular, todas caracteristicas importantes para la progresién tumoral

(22,205,206).
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Varios grupos han contribuido a la identificaciéon de perfiles génicos de PTC utilizando
los microarrays de DNA. Entre los numerosos genes sobre-expresados, el rol de MET,
FNT, LGALS3 (galectina 3), KRT19 (citoqueratina 19), CITED] (cpb/p300 interacting
transactivator 1) y PDGFA (platelet-derived growth factor- a) ha sido confirmado

también con la sobre-expresiéon de las respectivas proteinas mediante IHQ (207,208).

Se desconoce aln cuales de estos genes estdn involucrados en determinar las
caracteristicas morfolégicas y biolégicas de los PTC, o en el proceso de
carcinogénesis. De hecho, en células foliculares de tiroides transfectadas con LGALS3
ocurre una transformaciéon maligna (209). Mds importante adn, esta concordancia
entre los andlisis de microarrays y la deteccién IHQ de la galectina-3 y CK19 ha
llevado a que sean propuestas como marcadores para el diagnéstico de CT tanto en

biopsias de tumores como en material de PAAF (210).

Existen también perfiles diferenciales de expresién génica entre PTC y FTC, en los que
los PTC sobre-expresan CITED, CLDNI10 (claudin 10), IGFBPé (insulin-growth-factor-
binding protein 6), mientras que los FTC no expresan CLDNLTO y sub-expresan IGFBP6
(211). Sin embargo, en la actualidad no existe adn una concordancia absoluta que
permita la utilizacién de estas firmas moleculares para una estrategia de prondstico
que pueda predecir efectivamente la recidiva y/o la mortalidad en los pacientes con

céncer de tiroides (166,173).

9.4 Marcadores epigenéticos

La epigenética describe los mecanismos que resultan en alteraciones heredables en los
perfiles de expression génica sin involucrar cambios en la secuencia del DNA
subyacente. Existen tres procesos de regulaciéon epigenética: la metilacién del residuo
citosina en el DNA, la modificacién post-traduccional de las histonas asociadas al
DNA vy los miRNAs. Entender todo aquello que concierne a los cambios epigenéticos
podria tener un inmenso potencial en la deteccién, el diagnéstico, el tratamiento y la
prediccion del prondstico del céncer (212). Respecto al CT, la acumulacién de
alteraciones epigenéticas podrian tener un papel en la progresién secuencial de los

47



WDTC a carcinomas con metdstasis y también en acelerar la progresién a los PDTC y

ATC (213).

a. Metilacién

La metilacién ocurre en regiones del DNA ricas en CpG (secuencias citosina-
guanosina), mediante la adicién covalente de un grupo metilo a la posicién 5 del
anillo de citosina, resultando en una metil-citosina. Los grupos de CpGs, llamados
“islas CpG”, generalmente se localizan dentro y alrededor de la regién promotora de
los genes. Las islas CpG hipermetiladas reprimen la expresién génica inhibiendo la
transcripcién, mientras las islas CpG no metiladas permiten la expresién de los genes
cercanos. El estatus de metilacion de la regién promotora de un gen puede regular la
expresion de genes posteriores en la cascada de sefalizacion del gen metilado.
Aunque se conoce poco de los perfiles de metilacién de los diferentes tipos de
carcinomas de tiroides la expresién de genes de con niveles de metilacién aberrante se

asocia tanto a disfuncién tiroidea como a supresién tumoral (214-216).

Los genes especificos involucrados en la sintesis de hormonas tiroideas estédn con
frecuencia desregulados durante la progresién del CT. En particular, causando
anomalias tanto en la sintesis como en la secrecién de hormonas tiroideas. Primero, se
ha descrito que, el promotor de TSHR estd hipermetilado y silenciado en los
carcinomas de tiroides (214) y que el NIS estd metilado y desactivado en los tumores
tiroideos (215). Ademds, la desactivacién de estos genes funcionales en las células del

CT provocan una pérdida de la habilidad de concentrar yodo en los foliculos.

Indudablemente el silenciamiento de genes supresores de tumor como el homélogo de
la fosfatasa y tensina (PTEN) (217), el inhibidor tisular de la metaloproteinasa 3
(TIMP3) (218), el receptor del 4cido retinoico B2 (RARB2) (218) o RAS (association
domain family protein 1), (RASSF1) (216), juega un papel importante en la
carcinogénesis y la induccién de fenotipo agresivo de los diferentes tipos de tumores

tiroideos (219).
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b. microRNAs (miRNA)

Los miRNAs representan ofro mecanismo utilizado por las células para regular la
expresion génica, y constituyen la clase mds reciente de moléculas involucradas en la
regulacién epigenética. Se trata de pequefios RNAs (19-23nt) no codificantes
endégenos que participan en la regulaciéon génica a nivel post-transcripcional. Su
forma de accién es a través de su unidn a la region 3" UTR (no traducible) del mRNA
diana, causando un bloqueo de la traduccién o bien induciendo la degradacién del
mRNA (Figura 1.5) (220). Estas acciones tienen un impacto muy importante en diversos
procesos biolégicos incluyendo la carcinogénesis, y por lo tanto han cobrado una

importancia creciente como marcadores de diagndstico y pronéstico (221).

Cytoplasm
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Figura 1.5 Mecanismos de accién y funcién de los miRNAs. (http://www.sigmaaldrich.com/
life-science/functional-genomics-and-rnai/mirna.html)

A la fecha, se han descrito grupos de miRNAs sobre-expresados en el PTC versus tejido
normal (miR-221, 222, 146, 21, 155, 181a y 181b) (222,223), y series de miRNAs
desregulados en PTC versus bocios multinodulares (miR-21, 31, 221, 222) (224).
También hay descritos perfiles especificos para subtipos tumorales: miRNAs sobre-

expresados en PTC, (miR-187, 221, 222, 146b, 155, 122a, 31, 205, y 224), en FTC

49



convencionales (miR-187, 224, 155, 222,y 221), en FTC oncociticos (miR-187, 221,
339, 183, 222,y 197), y en AF (miR-339, 224, 205, 210, 190, 328, y 342) (225).
Ademds, se han descrito correlaciones significativas entre los patrones de expresion de
miRNAs y las mutaciones somdticas en PTC (225,226) y RET/PTC (227). Se han
descrito altos niveles de expresién de miR-187, 221, 222, 146b, 155, 224 y 197 en
CT, vy se ha propuesto, que su deteccién a partir de material de PAAF podria mejorar

las tasas actuales de certeza en el diagndstico de estos pacientes (225).

Los miRNAs miR-221 y 222 muestran una sobre-expresién consistente en PTC. Entre
los genes diana destacan ¢-KIT, CDKN1B, TNF, y MMPT, hecho que sugiere un papel
crucial en el proceso de la carcinogénesis tiroidea (222,228,229). Las isoformas de
miR-146 (miR-146a y -146b) estdn igualmente sobre-expresadas en PTC. De acuerdo
con los datos disponibles, el miR-146 actia sobre c-KIT, NF-xB, IL-1, TRAF6, IL-6, ILS,
CXCR4, MMP9 y EGFR sugiriendo que miR-146b podria contribuir al desarrollo del
tumor actuando sobre la via de NF-kB (225,228,230). En relacién a los marcadores
de pronéstico ya existentes, Chou et al 2010 describe la sobre-expresién de miR- 221,
222 y 146b en tumores de mal prondstico y con mutacién en BRAF (230). Aunque
existen controversias respecto a la asociacién entre la expresidon de estos miRNAs y la

mutacién BRAFY6 (231).

En el FTC se ha observado una sobre-expresién significativa y diferencial de miR-197 y
miR-346 (232); y en los ATC, se ha descrito una expresion significativamente baja de
miR-30d, 125b, 26a, y 30a-5p, y una sobre-expresién de miR-302, 205, 137, 187,
214,181b, 155, 224, 222,y 221 (225).

Estos resultados ponen de manifiesto la necesidad de confirmar la informacién de estas
expresiones diferenciales en estudios independientes con suficiente nimero de
pacientes y con wun seguimiento clinico adecuado, asi como también una
caracterizacién completa de las dianas de estos miRNAs que pudieran proveer de

nuevas dianas diagndsticas y/o terapéuticas.
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10. Punto de partida de este estudio

Los avances en las técnicas moleculares de alto rendimiento han permitido identificar
nuevos marcadores con posible utilidad como predictores de la evoluciéon clinica. Asi,
estudios previos del grupo realizados mediante microarrays de cDNA generaron un
clasificador de prondstico clinico que reconocia los ATC y PDTC, y lo que es mds
importante, a los WDTC que recidivan y a los metastdsicos. Esta firma molecular
conlleva una clasificaciéon pronéstica con un nivel de precision del 95% en cuanto a
evolucién, y estd constituida por 23 genes que se agrupan principalmente en las vias
de sefalizacién de la MAPK, TGF- B, adhesién focal y motilidad celular, activacién de

la polimerizacién de actina, y ciclo celular (233)(Tabla 1.4).

Las firmas moleculares nos permiten predecir el prondstico, elegir terapias
individualizadas contra dianas moleculares especificas e incluso ayudar a establecer
estrategias de prevencién. Sin embargo, un requisito indispensable es confirmar la
expresion proteinica de estas firmas moleculares de expresién de genes para facilitar su
utilizaciéon en la prdctica clinica diaria. Por ello, el principal objetivo de esta
investigacion fue identificar firmas moleculares de diagndstico y pronéstico mediante

inmunohistoquimica.

A pesar de los numerosos estudios de perfiles proteinicos diferenciales en los WDTC,
existen aun limitaciones graves para identificar en el momento del diagnéstico a
pacientes que no responderdn al tratamiento o con tumores de gran agresividad que
se beneficiarian de una terapia personalizada. Con el objetivo de optimizar la
identificacién de marcadores de diagndstico y prondstico utilizamos una técnica de
vanguardia como la secuenciacién de nueva generacién de miRNAs para obtener
perfiles de expresion diferencial que contribuyan a resolver las limitaciones de la
metodologia utilizada hasta ahora. Si bien existe ya un trabajo utilizando esta
metodologia en los PTC, el principal aporte de este nuevo estudio seria que no se
limitaria a un perfil descriptivo de patrones de expresién gendémica, sino que se ha

disefado para obtener perfiles especificos de miRNAs de cada subtipo tumoral y su
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asociacién directa con la capacidad de prediccién del pronéstico y su implicacién con

la presencia de la mutacién BRAF'%%F,

Tabla 1.4 Genes de la firma de pronéstico clinico identificada (233).

Simbolo del

- Descripcién (segun la base de datos Unigene™ Cr!
ANIN Anillin, actin binding protein (scraps homolog, Drosophila) 7
BIRC5 Baculoviral IAP repeat-containing 5 (survivin) 17
UBE2C Ubiquitin-conjugating enzyme E2C 20
CENPA Centromere protein A, 17kDa 2
CCNB2 Cyclin B2 15
PRC1 Protein regulator of cytokinesis 1 15
NUSAP1 Nucleolar and spindle associatedprotein 1 15
ASPM Asp (abnormal spindle)-like, microcephaly associated (Drosophila) 1
D25448 Interleukin 1 receptor antagonist 2
DIAPH3 Diaphanous homolog 3 (Drosophila) 13
RRM?2 Ribonucleotide reductase M2 polypeptide 2
C10o0rf3 Chromosome 10 open reading frame 3. CEP55, centrosomal protein 55kDa 10
SIAH1T Seven in absentia homolog 1 16
SH3BGRL2 SH3 domain binding glutamic acid-rich protein like 2 6
C60rf209 Chromosome 6 open reading frame 209 6
SDK2 Sidekick homolog 2 (chicken) 17
APLP2 Amyloid beta (A4) precursor-like protein 2 11
PTPRN2 Protein tyrosine phosphatase, receptor type, N polypeptide 2 7
NCRMS Non-coding RNA in rhabdomyosarcoma (RMS) 12
C70rf23 Chromosome 7 open reading frame 23 7
PDK2 Pyruvate dehydrogenase kinase, isoenzyme 2. 17
ORMDL3 ORM1-like 3 (S. cerevisiae) 17
PPAP2B Phosphatidic acid phosphatase type 2B 1

# Base de datos del NCBI que da una visién organizada del transcriptoma de diferentes
especies (www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene). 'Cr, cromosoma.
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2. Hipdtesis y objetivos



Hipdbtesis

1. El andlisis inmunohistoquimico permite determinar un perfil proteinico diferencial
respecto al prondstico, a partir de la firma molecular pronéstica previamente obtenida
mediante microarrays.

2. El perfil de microRNAs de los tumores del epitelio folicular tiroideo es diferente

segun su tipo histolégico, genética y pronéstico.

Objetivos

El objetivo global de esta investigacién fue encontrar posibles marcadores para el
diagndstico y  prediccion  del pronéstico de CT, evaluando mediante
inmunohistoquimica la expresién de las proteinas de los genes identificados en
investigaciones previas y relacionados con un peor prondstico evolutivo en carcinomas
diferenciados de tiroides. Ademds, se planteé determinar perfiles de expresion de
miRNAs que puedan estar relacionados con el diagnéstico y la prediccion del

prondstico en CT. Para ello se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Correlacionar el perfil de expresién de proteinas de los tumores con los
pardmetros demogréficos y clinicos, las caracteristicas histolégicas y la
respuesta a tratamiento.

2. |dentificar las mutaciones tempranas en los genes BRAF y RAS.

3. Establecer un perfil inmunohistoquimico que contribuya a determinar el
prondstico evolutivo de los carcinomas diferenciados de tiroides.

4. Establecer un perfil inmunohistoquimico que diferencie adenomas foliculares
de carcinomas foliculares o carcinomas papilares de variante folicular.

5. Establecer un perfil de expresién de miRNAs que diferencie adenomas
foliculares de carcinomas foliculares.

6. Explorar la correlacién entre los patrones de expresién de miRNAs y las

mutaciones oncogénicas especificas y el pronéstico evolutivo.
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3. Material y métodos



1. Pacientes y datos clinicos

Durante el desarrollo de esta tesis doctoral se reunieron 4 series de casos, procedentes
de los siguientes hospitales: Arau de Vilanova de Lleida (HUAV), Bellvitge de
Hospitalet de Llobregat (HUB), Clinic de Barcelona (HCB), Germans Trias i Pujol de
Badalona (HGTP), Granollers de Granollers (HG), Sabadell de Sabadell (HPT), Clinico
de Santiago de Compostela (HCS). Los tejidos fueron tratados con los protocolos
normalizados de inclusién en parafina existentes en cada hospital participante en el
estudio, o de inclusién en O.C.T.™ del Biobanco del Hospital Arnau de Vilanova en el

caso de la serie de tejidos congelados.
Los obijetivos planteados en este estudio, requerian compilar los datos de tumores de
tiroides con caracteristicas muy distintas. Las cuatro series con las que se desarrollaron

los estudios estdn resumidas en la tabla 3.1.

Tabla 3.1 Caracteristicas generales de las series incluidas en el estudio.

Fecha de
Serie N Composicién Hospitales de origen Uso
recoleccién
Parafinas: AF, PTC, HUAV, HPT, HUB, HCB,
General 313 1990 - 2010 Pronéstico
FTC, PDTC, ATC HGTP, HG y HCS
HNT 40 Parafinas: HNT 2007 HUAV Diagnéstico
Bloques celulares de Diagnéstico
PAAF 38 2000 - 2012 HUAV
PAAF: AF, FTC, FVPTC Pre-operatorio
Tejido congelado: AF,
miRNAs 68 2004 - 2012 HUAV miRNAs

PTC, FTC

AF:adenoma folicular, PTC: carcinoma papilar, FTC: carcinoma folicular, PDTC: carcinoma pobremente
diferenciado, ATC: carcinoma anapldsico, HNT: hiperplasia nodular de tiroides, PAAF: puncién
aspiracién con aguja fina.

1.1 ldentificacién de marcadores de pronéstico. Serie general

Para la identificacién de marcadores de pronéstico se reunié una serie de 313 casos
que en adelante denominaremos, serie general. La serie general requirié la
recopilacién de informacién clinico-patolégica que permitiera la clasificacién de los

pacientes segun la evolucién de la enfermedad.
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Para ello se diseid un formulario que contenia informacién de las siguientes
caracteristicas:

1. Demogréficas

Fecha de nacimiento, sexo, antecedentes de radioterapia cervical y antecedentes
familiares de CT.

2. Quirdrgicas

Fecha y tipo de cirugia, linfadenectomia y tipo de linfadenectomia.

3. Anatomia patoldgica

Didmetro del tumor, multifocalidad, bilateralidad, invasién local y localizacién,
metdstasis ganglionares y localizacién, TNM y estadio, diagnéstico e histologia
residual.

4. Tratamiento y evolucién

|131 |131

Tratamiento con |'°!, dosis de ablacién y dosis acumulada de I'®', recidiva, fecha vy
localizacién de la recidiva, tiroglobulina positiva sin localizacién, anticuerpos anti-
tiroglobulina y ftitulo, fecha de éxitus y causa del mismo, y fecha del d¢ltimo

seguimiento.

La informacién clinica de todos los casos fue revisada por un endocrindlogo del
Servicio de Endocrinologia y Nutricion del Hospital Arnau de Vilanova, y con base en
esta informacién, los casos de WDTC fueron clasificados como de buen o mal

prondstico e incluidos en el estudio si cumplian con los siguientes criterios:

1. Fueron considerados casos de buen prondstico cuando los pacientes tuvieron como
minimo cuatro afos de seguimiento libres de enfermedad tras el tratamiento inicial,
definido como la ausencia de deteccién de tiroglobulina tras obtener una tirotropina
adecuadamente estimulada, junto con una ecografia cervical sin hallazgos patolégicos

o en su defecto con un rastreo corporal total con I'®!

negativo.

2. Fueron considerados casos de mal pronéstico cuando los pacientes presentaron
persistencia de la enfermedad o recidiva (tiroglobulina detectable con o sin
localizacién o anticuerpos anti-tiroglobulina positivos que no se negativizaron o tejido

tumoral detectado en pruebas de imagen).
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3. Las parafinas debian tener material en buen estado y suficiente para realizar los

TMAs y las extracciones para los andlisis genéticos.

Tabla 3.2 NUmero de tumores en la serie general clasificados segin diagndstico y

prondstico.
Tipo Diagnéstico Puen Mal Totales
prondstico prondstico
PTC 76 56 132
FVPTC 27 8 35
TCPTC 2 3 5
WLPTC 2 1 3
SDPTC 4 3 7
DG FTC 5 4 9
OVFTC 4 2 6
ATC ATC - - 12
PDTC PDTC - - 23
AF AF - - 81
Totales 120 77 313

Los AF de la serie estaban constituidos por: 61 (75,3%) convencionales, 18 (22,2%) de
variante oncocitica y 2 (2,5%) de la variante macrofolicular. Los FTC estaban
constituidos por: 2 (13,3%) ampliamente invasivos, 6 (40.0%) minimamente invasivos,
6 (40,0%) oncociticos y 1 (6,7%) caso para el que no se especificaba grado de
invasién o tipo de variante. Los PTC estaban conformados por: 129 (70,9%)
convencionales, 35 (19,2%) foliculares, 7 (3,9%) esclerosante difusa, 5 (2,8%) células

altas, 3 (1,65%) Warthin-like, 2 (1,1%) oncociticos y 1 (0,6%) de patrén sélido.

1.2 ldentificacién de marcadores de diagnéstico. Series PAAF y HNT
Para la identificacién de marcadores que permitieran mejorar el diagnéstico, ademas
de la serie general, se reunieron dos series mds:

1. Una serie de 40 casos de HNT, de cuyos pacientes se recopilaron datos bdsicos

como edad, sexo, tamafo del tumor, fecha de nacimiento, y fecha de cirugia.



2. Una serie de 38 bloques celulares de PAAF, de cuyos pacientes se recopilaron
datos bdsicos como, fecha de nacimiento y fecha de realizacién de la PAAF,
clasificacién segun el sistema Bethesda de la citologia y diagndstico del tumor

resecado.

1.2.1 Serie de hiperplasia nodular de tiroides (HNT)

Todos los casos de esta serie provenian del mismo centro. De acuerdo con los
informes de anatomia patolégica, sélo en 10 casos un nédulo destacaba entre los

demds y se registré el didmetro.

Tabla 3.3 Caracteristicas generales de la serie de HNT.

Caracteristica Valores
Sexo
Hombre 7 (17,5%)
Mujer 33 (82,5%)

Tamafio del tumor (n=10)

Mediana[P25;P75] 3.2512,12;3,88]
Edad (n=40)
Mediana[P25;P75] 56,0 [44,0;66,2]

1.2.2 Serie de puncién-aspiracién con aguja fina

Los 38 casos de la serie correspondian a 12 AF, 13 HNT y 13 FVPTC/FTC (4 FVPTC, 9
FTC). La edad mediana [P25;P75] de realizacién de la PAAF para los 38 pacientes fue
de 45 [38,0;53,5] afos, y la mediana [P25;P75] de tiempo de seguimiento posterior
fue de 2,7 [1,3;4,5] afos.

Lo mitad de las PAAF seleccionadas, tenia un diagndstico de proliferacién
moderadamente celular, “indeterminada”. Una vez emitidos los diagnésticos de
anatomia patolégica en los tumores resecados, el 73,7% fueron HNT o AF, y el 26,3%

fueron FVPTC/FTC.
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Tabla 3.4 Caracteristicas de la serie de PAAF.

HNT AF FTC/FVPTC P valor
Caracteristicas
N=13 N=12 N=13
PAAF Sistema Bethesda
- Benigno (levemente celular) 7 (53,8%) 2 (15,4%) 4 (30,8%)
- Indeterminado (moderadamente celular) 5 (26,3%) 9 (47,4%) 5 (26,3%)
- Potencialmente neopldsico
1(20,0%) 1 (20,0%) 3 (60,0%)
(densamente celular) 0,224
- Sospechoso neoplasia
0 (0,00%) 0 (0,00%) 1 (100,0%)
(Rasgos sugerentes de PTC)
Edad (afios) Mediana [P25;P75] 52,0 [46,0;56,0] | 40[37,5;55,00] H 01[31,0;43,0] | 0,002

Para conocer el grado de concordancia entre el diagnéstico de la PAAF y el
diagndstico de anatomia patolégica después de la reseccién del tumor, se realizé un
andlisis de correlacién policérica, y el resultado fue de ¢=0,26, lo que indica que el
grado de concordancia entre los diagndsticos fue muy bajo. La falta de concordancia
entre el diagnéstico de las PAAF y el diagnéstico después de la cirugia fue de 30,8%
en las PAAF clasificadas como benignas (34,2%), y de 33,3% en las PAAF clasificadas

como sospechosas o potencialmente neoplasicas (15,8%).

1.3 Identificacién de miRNAs. Serie miRNA
Finalmente, para la identificacién de los miRNAs diferencialmente expresados segin

FYé9% v prondstico, se reunieron 59

tipos histolégicos, presencia de la mutacién BRA
tumores y 9 tejidos normales de tiroides. Como uno de los objetivos plateados fue
identificar miRNAs diferencialmente expresados segin prondstico, la inclusiéon de los

pacientes en esta serie siguié los criterios arriba mencionados para la serie general.

La serie miRNA, estaba constituida por 35 PTCnoFV, 8 FVPTC, 6 FTC y 10 AF. Los AF
tenian una proporcién hombre:mujer de 1:2,3; la mediana [P25;P75] de edad del
grupo fue de 50 [35,0;57,8] afos, y la del didmetro del tumor de 4 [4,0;4,5]cm. En
los PTCnoFV, el 33(94,3%) eran mujeres y la mediana [P25;P75] de edad del grupo
fue de 49 [35,0;60,0] afios. En este grupo, 14 (40%) casos presentaron metdéstasis

ganglionares y multifocalidad; y 23 (65,7%) casos tenfan invasién local en el
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momento del diagndstico. Sin embargo, sélo 1 (12,5%) caso del grupo de FVPTC
presenté multifocalidad. La mediana [P25;P75] del didmetro del tumor fue de 2,6
[1,5;3,5]cm en los PTCnoFV, 4,8 [2,4;5,5]cm en los FVPTC y 4,3 [3,4;4,9]cm en los
FTC. Respecto al estatus genético, 20 (57,1%) de los PTCnoFV presentaba mutacién
BRAFYYE v 1 (12,5%) de los FVPTC presenté una mutacién en el gen NRAS. Ninguno

de los casos de esta serie tenfa mutacién en los genes HRAS o KRAS.

2. Disefio y construccién de las matrices de tejido (TMA)

El diagnéstico de todos los casos fue confirmado de forma independiente por dos
patélogos del Servicio de Anatomia y Genética Molecular del Hospital Arnau de
Vilanova. Para ello se corté con el micrétomo una secciéon de 3-5um de grosor, y se
tind con hematoxilina y eosina (HE). Los patdlogos valoraron éstas preparaciones

mediante observacién con el microscopio éptico segin los criterios actuales de la OMS

(23).

El protocolo de tincién de las secciones de hematoxilina-eosina (HE) se detalla a
continuacién:
1. Los cortes se desparafinan en la bateria de xilol = xilol = xilol-alcohol (1:1)
= alcohol absoluto = alcohol absoluto = alcohol 96% = alcohol 80% =
alcohol 50% = Agua.
2. Tedir con hematoxilina 3 minutos
3. Lavar con agua destilada
4. Tedir con eosina 2 minutos
5. Eliminar los restos de eosina con alcohol
6. Deshidratar con bateria de alcohol 50% = alcohol 80% => alcohol 96% =
alcohol absoluto => alcohol absoluto => xilol-alcohol (1:1) = xilol = xilol

7. Montar un cubre objetos sobre la preparacién con medio de montaje

(EUKITT).
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En los cristales de HE de cada caso se marcaron las dreas de tejido tumoral y no
tumoral que se utilizarian para hacer los TMAs. Se disefaron plantillas para reconocer
la localizacién exacta de cada caso, ubicando 2 cilindros guia de un tejido diferente al
tiroides y, a continuacién, 2 cilindros de tumor y 1 de tejido no tumoral, por duplicado

de cada caso. El didmetro de los cilindros fue de Tmm.

Una vez marcadas las dreas de tejido tumoral y no tumoral en las HE, preparado el
bloque receptor y disefiadas las plantillas se fabricaron los TMAs con la ayuda de un
Tissue Arrayer Manual (Beecher Instrument, MD, USA), siguiendo el protocolo que se

detalla a continuacién:

Nota: La aguja mds gruesa (azul) de cada juego es la que hace el cilindro del blogue
donante y la més pequena (roja) hace el agujero en el bloque receptor. La profundidad
a la que baja la aguja que hace el agujero en el bloque receptor es de 3mm.

1. Se coloca el blogue receptor en la base del tissue arrayer, se asegura y se
ajustan los micrémetros que marcan la alineacién de las filas y columnas de los
cilindros.

2. Se hace el primer agujero en el bloque de parafina receptor; para ello se
infroduce la aguja mds pequefna hasta llegar al tope. Se extrae el cilindro de
parafina y se descarta.

3. Se pone la plataforma sobre el blogue receptor y sobre ella el bloque donante.
Se utiliza la aguja mds gruesa para sacar un cilindro de tejido del drea que nos
interesa.

4. Se retira la plataforma con el bloque donante y se introduce el cilindro en el
bloque receptor.

5. Se mueve el micrémetro para llegar a la siguiente posicién y se repiten los
pasos 4, 5 y 6 hasta terminar todos los casos.

6. Una vez finalizada la construccién del TMA se incuba el blogue durante 30
minutos a 37°— 40°C. Cuando estd frio se corta con el micrétomo en secciones
de 3-5um, y se embeben en parafina para una mejor conservacién hasta el

momento de su utilizacién.
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3. Expresién de las proteinas codificadas por los genes de la firma

molecular mediante inmunohistoquimica

Primero, se realiz6 una busqueda bibliogréfica para identificar los posibles controles
positivos, teniendo en cuenta también los sugeridos por las empresas proveedoras de
los anticuerpos. Después, para la optimizaciéon de los anticuerpos se siguid el
protocolo general de la técnica de inmunohistoquimica para tejidos embebidos en
parafina, realizando las modificaciones necesarias para optimizar el protocolo de cada
anticuerpo. Se utilizé el kit de tincién inmunohistoquimica Envision™ Flex (Dako,

Denmark). El protocolo general de realizacién de la técnica se detalla a continuacion:

3.1 Desparafinizacién y rehidratacién: la desparafinizacién y rehidratacion de
los tejidos se realiza mediante el lavado sucesivo de los cortes en: xilol = xilol = xilol-
alcohol (1:1) = alcohol absoluto = alcohol absoluto = alcohol 96% = alcohol 80%
= alcohol 50% => agua. Los tiempos son de cinco minutos en los de xilol y cuatro

minutos en las demds soluciones.

3.2 Recuperacién de antigeno: este paso es necesario debido a que durante el
proceso de fijacion del tejido se forman puentes de metileno. De modo que es
necesario realizar un desenmascaramiento de los sitios antigénicos. Los dos métodos
utilizados son por calor HIER (heat-induced epitope retrieval), utilizado en este estudio,
y el enzimdtico. La recuperacién antigénica por calor se realiza utilizando una olla a
presién, microondas o en bafio de Maria (95°C), en soluciones de EDTA pH9 o citrato
de sodio pH6. En este estudio, se utilizé el equipo PT Link (DAKO, Denmark), el tiempo

de incubacién fue de 20 minutos a 95°C.

3.3 Protocolo general de tincién inmunohistoquimica.

La tincién se realizdé siguiendo el protocolo general en el equipo Autostainer Plus

(DAKO, Denmark).
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a. Blogqueo de la actividad enzimdtica endégena mediante el uso de un tampén
fosfato con peréxido de hidréogeno (DM821), o una solucién de peréxido de
hidrégeno en metanol a concentraciones entre 0,3 y 3%.

b. Lavado con tampén, Tris Buffered Saline with Tween (DM823).

c. Incubacién con el anticuerpo primario; las diluciones utilizadas se modifican
dependiendo de los resultados obtenidos en las pruebas de optimizacién
realizadas con cada anticuerpo (Tabla 3.5).

d. Lavado con tampdn, Tris Buffered Saline with Tween (DM823)

e. En algunos casos se utilizé un Linker para aumentar la sefial. En estos casos el
Linker mouse o rabbit fue incubado durante 15 minutos.

f.  Lavado con tampén, Tris Buffered Saline with Tween (DM823)

g. Incubacién con el anticuerpo secundario, incubacién con LSAB+System-HRP
(Labeled Streptavidin Biotin Dako K0690), 15" de Link = Lavado con Buffer =
15" Steptavidin peroxidase; o con Envision/HRP (DM822), la eleccién del
secundario y el tiempo de incubacién depende de si el anticuerpo fue producido
en ratdn, conejo o cabra y de los resultados obtenidos en la optimizaciéon de
cada anticuerpo.

h. Lavado con tampén, Tris Buffered Saline with Tween (DM823)

i. Incubacién con el cromdgeno, DAB ( Diaminobencidina) (K3468).

i. Lavado con tampén, Tris Buffered Saline with Tween (DM823).

k. Tincién con solucién de contraste, Hematoxilina (S3301).

|.  Lavado con tampén, Tris Buffered Saline with Tween (DM823).

m. Lavado con Agua.

3.4 Deshidratacién y montaje. La deshidratacién de los tejidos se realiza
mediante el lavado de los cortes en una bateria de alcoholes:
alcohol 50% = alcohol 80% = alcohol 96% = alcohol absoluto = alcohol absoluto

=> xilol-alcohol (1:1) = xilol = xilol. Finalmente, se realiza el montaje de los cristales.
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Tabla 3.5 Anticuerpos, control positivo y diluciones utilizadas en el estudio.

Anticuerpo Clon Control Positivo Proveedor Dilucién
Anti-KI-67 V9 Amigdala Dako Pre diluido
Anti-Vimentina MIB-1 Apéndice Dako Pre diluido
Anti-ANLN Policlonal Amigdala Abcam 1/500
Anti-BIRC5 Policlonal Estémago Sigma 1/1000
Anti-UBE2C 9D3 Céncer de Colon Abnova 1/500
Anti-CENP-A Policlonal Células Hela Santa Cruz 1/200
Anti-CCNB2 Policlonal Amigdala Sigma 1/500
Anti-PRC1 EP1513Y Céncer cervical Abcam 1/1000
Anti-NUSAP1 Policlonal Amigdala Proteintech 1/500
Anti-ASPM Policlonal Células Hela Santa Cruz 1/500
Anti-ILTRN Policlonal Amigdala Sigma 1/800
Anti-DIAPH3 Policlonal Timo Proteintech 1/400
Anti-RRM2 Monoclonal Estémago Abnova 1/1000
Anti-CEP55 Monoclonal Céncer Hepatocelular | Sigma-Aldrich 1/600
Anti-SIAH1 Monoclonal Amigdala Sigma Aldrich 1/2000
Anti-SDK2 Policlonal Cerebelo Sigma 1/200
Anti-APLP2 Policlonal Placenta Abcam 1/1000
Anti-PTPRN2 Policlonal Pdncreas Sigma 1/200
Anti-PDK2 Policlonal Pdncreas Sigma 1/500
Anti-PPAP2B Policlonal Placenta Sigma 1/300
Anti-LMBRD 1 Policlonal Cerebro Sigma 1/500

3.5 Valoracién del patrén de tincién

Todos los casos fueron teridos con los anticuerpos para KI-67 y vimentina con el fin de
evaluar la integridad antigénica de las proteinas nucleares y citoplasmdticas
respectivamente. Una vez evaluada la integridad antigénica se tifieron los casos con
los anticuerpos del estudio. La evaluacién de los casos se realizé mediante observacion
en el microscopio éptico por un patdlogo y un investigador de forma independiente
contrastando los resultados y reevaludndose aquellos discrepantes.

El criterio para la valoracién de las muestras fue el H-Score, que es la relacién entre el

porcentaje de las células teAidas con intensidad baja, moderada o alta:
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H-score = (N1*1)4+(N2*2)+(N3*3)

En la ecuacién, N1, N2 y N3 corresponden al porcentaje de células tefidas con cada
intensidad. La intensidad de la tincién, baja, moderada o alta corresponden a los
numeros 1, 2 y 3 respectivamente.

El valor obtenido es un nimero de O a 300 con el que se realizaron los andlisis

estadisticos.

4. ldentificacién de las alteraciones genéticas asociadas a las

diferentes patologias

4.1 Extraccién del DNA del tejido incluido en parafina
Para la extraccién del DNA de los tejidos incluidos en parafina se utilizaron entre 20 a
40 secciones de 7um de grosor de cada uno de los tejidos tumorales incluidos en el
estudio. La extraccién de DNA de este material se realizdé siguiendo el protocolo de
extraccion comercial DNeasy Blood and Tissue Kit (Quiagen, USA), incluyendo
algunas modificaciones:
1. AAadir xilol a los cortes de tejido incluidos en parafina

. Agitar con el vértex 3 minutos y centrifugar 3 minutos a 13000 rpm

. Eliminar el sobrenadante y repetir los pasos 1, 2 y 3

. Ahadir alcohol absoluto

. Agitar con el vértex 3 minutos, y centrifugar 3 minutos a 13.000 rpm

. Dejar secar el pellet 10 minutos a 60°C

2

3

4

5

6. Eliminar el sobrenadante, y repetir los pasos 4, 5y 6

7

8. Anadir 180ul de ATL y 20ul de proteinasa K e incubar a 60°C ON
9. Adadir 200ul de AL y 200ul de alcohol absoluto y agitar con el vértex
10. Pasar la mezcla a una columna colocada en un tubo colector

11. Centrifugar a 13.000 durante 1 minuto y descartar el tubo colector

12. Aradir 500ul de la solucién AW1 a la columna

13. Centrifugar a 13000 durante 1 minuto y descartar el tubo colector
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14. Aradir 500ul de la solucién AW2 a la columna

15. Centrifugar a 13.000 durante 3 minutos, para secar completamente la
membrana de la columna

16. Colocar la columna en un nuevo tubo donde eluir el DNA extraido.

17. Aradir 50ul de la solucién AE directamente sobre la membrana

18. Incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto y centrifugar a 13.000

durante 1 minuto para eluir.

4.2 Cuantificacién del DNA extraido
El DNA extraido se cuantificé utilizando el espectrofotémetro Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific) para lo que fue necesario 0.8l de la muestra original. Después se guardé a

-80°C hasta su utilizacion.

4.3 Caracterizacién de las mutaciones recurrentes BRAF, HRAS, NRAS vy
KRAS

El ADN gendémico extraido fue utilizado para identificar mutaciones somdticas
presentes en los tejidos tumorales. Este andlisis se realizé mediante la técnica de la
reaccién en cadena de polimerasa (PCR) y fue necesario disefiar cebadores o primers
especificos para cada uno de los fragmentos a amplificar. Las condiciones de la PCR,
el tamafo de los amplicones y la secuencia de los cebadores para cada fragmento se
detallan en la tabla 3.4.

La secuencia de nucleétidos de cada uno de los genes estudiados se extrajo de la base
de datos del proyecto Ensembl (www.ensembl.org). El disefio de los cebadores se
realiz6 a través de la herramienta bioinformdtica Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu).
Ademds se comprobd que la secuencia genémica complementaria a estos cebadores
no presentara polimorfismos, y que el producto de la amplificacién fuera Unicamente el
esperado mediante la herramienta PCR in-silico disponible en el buscador UCSC
(University of California Santa Cruz; (http://genome.brc.mcw.edu).

Todas las reacciones de PCR incluyeron un tubo sin ADN (control de contaminacién) y

se realizaron en un volumen final de 25ul, que contenia:
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100ng de ADN gendmico, un 10% del volumen final de solucién de PCR 10X
(cloruro potésico 50mM, Tris 10 mM), 1.5 mM cloruro de magnesio, 200 uM
de una mezcla de desoxinucleétidos (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 10 pmoles de
cada uno de los cebadores disefiado para flanquear los fragmentos a analizar y
2 unidades de Taq polimerasa.

La reaccién se llevé a cabo en termocicladores Eppendorf (MasterCycler Epgradient S,

Alemania).

Las muestras amplificadas fueron testadas mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 2%, (Metaphor, Biowhitaker Molecular Applications), y tefido con GelRed
(dilucién 1:50.000). Los tamanos de los productos amplificados fueron comparados
con el marcador de peso molecular (100 bp Ladder, Biotools), del cual se utilizaron
500ng en cada eletroforésis. Los productos amplificados del tamafio esperado fueron

purificados y secuenciados.

Fue necesario llevar a cabo una PCR anidada o nested-PCR sobre el producto de la
primera PCR para algunos de los ADN extraidos de tejidos embebidos en parafina
porque la muestra no se habia amplificado suficiente en la primera ronda de PCR.
Para ello se diseid un primer interno dentro del amplicon de la primera PCR. Las
secuencias de estos nuevos cebadores y las condiciones de estas reacciones también se
detallan en la tabla 3.6. Las reacciones anidadas se realizaron en un volumen final de
25 l, utilizando:
1 ul del volumen de la primera PCR (incluyendo el blanco), un 10% del volumen
final de solucién de PCR 10X (cloruro potésico 50mM, Tris 10 mM), 1,5 mM
cloruro de magnesio, 200 uM de una mezcla de desoxinucledtidos (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP), 10 pmoles de cada uno de los cebadores y 2 unidades de

Tag polimerasa.

La reaccién se llevo a cabo en termocicladores Eppendorf (MasterCycler Epgradient S,

Alemania).



4.4 Puriticacién de los fragmentos amplificados mediante PCR
Para eliminar restos de cebadores y dNTPs no utilizados en la reaccién de
amplificacién, se empleo el reactivo ExoSAP-IT™ (GE Healthcare), que contiene una
mezcla de las enzimas exonucleasa | y fosfatasa alcalina.

1. Mezclar 2pl de ExoSAP-IT™ y 5ul de producto de PCR

2. Incubar a 37°C durante 15 minutos

3. Incubar a 80°C durante 15 minutos.

4.5 Secuenciacién de los fragmentos purificados

Los amplicones purificados fueron secuenciados de forma automdtica utilizando
terminadores fluorescentes Big Dye™ (Applied Biosystems, CA, USA), y un secuenciador
multicapilar ABI modelo 3730x| (Applied Biosystems, CA, USA). Para el andlisis de los
electroferogramas resultantes de la secuenciacién, se utilizé el programa FinchTV,

versién 1.4 (Applied Biosystems, CA, USA).

72



Tabla 3.6 Secuencias de los cebadores, condiciones de la PCR y tamafo de los amplicones
para cada uno de los fragmentos estudiados.

BRAF

exén 15

BRAF
exén 15

PCR

anidada

HRAS

exén 1

HRAS

exén 2

KRAS

exén 1

KRAS

exén 2

NRAS

exén 1

NRAS

exén 2

NRAS
exén 2

PCR

anidada

Nombre de

los

cebadores

BRAFe 15 F

BRAFe 15R

BRAF e15

interno F

BRAFe 15R

HRAS el F

HRAS el R

HRAS e2 F

HRAS e2 R

KRAS el F

KRAS el R

KRAS e2 F

KRAS e2 R

NRAS el F

NRAS el R

NRAS e2 F

NRAS €2 R

NRAS e2

interno F

NRAS 2 R

Secuencia de los cebadores

(5" —>3")

TTCATAATGCTTGCTCTGATAGGA

AGCATCTCAGGGCCAAAAA

TTTTCCTTTACTTACTACACCTCAG

AGCATCTCAGGGCCAAAAA

CAGGAGACCCTGTAGGAGGA

CCTATCCTGGCTGTGTCCTG

GATTCCTACCGGAAGCAGGT

GATGGCAAACACACACAGGA

GCCTGCTGAAAATGACTGAA

TTGGATCATATTCGTCCACA

TAGTAATTGATGGAGAAACCTG

ATTCAATTTAAACCCACCTATA

GTCACACTAGGGTTTTCATT

TCATATTCATCTACAAAGTGGT

AGAAATGGGCTTGAATAGTT

CCGCAAATGACTTGCTAT

TTGCATTCCCTGTGGTTTTT

CCGCAAATGACTTGCTAT
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Tamafio
del
amplicon

235 bp

190 bp

227 bp

141 bp

167 bp

177 bp

210 bp

284 bp

238 bp

Condiciones de la PCR

Desnaturalizacién inicial: 94°C, 57; Ciclos:
(94°C, 30" "; 60°C, 30" ";72°C, 30" ")x10,
(94°C, 30" "; 58°C, 30" ";72°C, 30" ")x10;

Elongacién final: 72°C, 10°
Desnaturalizacién inicial: 94°C, 5°; Ciclos:
(94°C, 30" 7; 62°C, 30" ";72°C, 30" ")x5,
(94°C, 30" 7; 60°C, 30" ";72°C, 30" ")x5,
(94°C, 30" 7; 58°C, 30" ";72°C, 30" ")x10;

Elongacién final: 72°C, 10”

Desnaturalizacién inicial: 94°C, 5°; Ciclos:
(94°C, 30" 7; 60°C, 30" ";72°C, 30" ")x10,
(94°C, 30" 7; 58°C, 30" ";72°C, 30" ")x10;

Elongacién final: 72°C, 10°

Desnaturalizacién inicial: 94°C, 5°; Ciclos:
(94°C, 30" 7; 60°C, 30" ";72°C, 30" ")x10,
(94°C, 30" 7; 58°C, 30" ";72°C, 30" ")x10;

Elongacién final: 72°C, 10”

Desnaturalizacién inicial: 94°C, 5°; Ciclos:
(94°C, 30" 7; 60°C, 30" ";72°C, 30" ")x10,
(94°C, 30" 7; 58°C, 30" ";72°C, 30" ")x10;

Elongacién final: 72°C, 10”

Desnaturalizacién inicial: 94°C, 5°; Ciclos:
(94°C, 30" 7; 60°C, 30" ";72°C, 30" ")x10,
(94°C, 30" 7; 58°C, 30" ";72°C, 30" ")x10;

Elongacién final: 72°C, 10”

Desnaturalizacién inicial: 94°C, 5°; Ciclos:
(94°C, 30" 7; 60°C, 30" ";72°C, 30" ")x10,
(94°C, 30" 7; 58°C, 30" ";72°C, 30" ")x10;

Elongacién final: 72°C, 10”

Desnaturalizacién inicial: 94°C, 5°; Ciclos:
(94°C, 30" 7; 60°C, 30" ";72°C, 30" ")x10,
(94°C, 30" 7; 58°C, 30" ";72°C, 30" ")x10;

Elongacién final: 72°C, 10°

Desnaturalizacién inicial: 94°C, 5°; Ciclos:
(94°C, 30" 7; 60°C, 30" ";72°C, 30" ")x10,
(94°C, 30" 7; 58°C, 30" ";72°C, 30" ")x10;

Elongacién final: 72°C, 10°



5. Secuenciacién de los miRNAs con la tecnologia de miRNAseq

5.1 Extraccién del RNA del tejido congelado
Para la extracciéon de RNA se utilizaron entre 30 y 50 secciones de 7um de grosor de
cada una de las piezas de tejido congelado incluido en O.C.T.™ Se realizé un lavado
del tejido con 10ml de agua DPEC (dietilpirocarbonato) para eliminar el O.C.T. El
RNA se extrajo segin el protocolo de TriReagent (Molecular Research Center,
Cincinnati, OH):

1. Homogeneizar las secciones (50-100 mg de tejido aproximadamente) en

Tml de TriReagent. Dejar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

2. Anadir 0,2ml de cloroformo. Mezclar vigorosamente. Incubar durante 3

minutos a temperatura ambiente.

3.- Centrifugar durante 15 minutos a 4°C y 13.000 rpm.

4.- Recuperar la fase acuosa y afadir 0,5ml de isopropanol. Mezclar e incubar

durante 3 minutos a temperatura ambiente.

5.- Centrifugar 10 minutos a 4°C y 13.000rpm.

6.- Descartar el sobrenadante y lavar con 1 ml de etanol al 70%.

7 .- Centrifugar 5 minutos a 4°Cy 11.000rmp.

8.- Secar el sedimento durante 20 minutos.

9.- Resuspender en 20ul de agua DEPC. Usar Tul para cuantificar con el

espectrofotémetro Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington,

DE, USA).

5.2 Puriticacién del RNA
La purificacion del RNA se realizé siguiendo el protocolo comercial RNeasy®
MinElute™ Cleanup Kit (Quiagen, USA):

1. Ajustar el volumen de la muestra a 100ul con agua libre de RNasa

2. Aradir 350ul de RLT y mezclar muy bien

3. Aiadir 250ul de etanol 96-100% y mezclar

4. Transferir los 700ul a la columna

5. Centrifugar 15 segundos a 10.000rpm

74



6. Aradir 500ul de tampén RPE

7. Centrifugar 15 segundos a 10.000rpm

8. Anadir 500ul etanol 80%

9. Centrifugar 2 minutos a 10.000rpm

10. Centrifugar 5 minutos a 13.000rpm y poner un tubo de 1,5ml

11. ARadir 14ul agua libre de RNasa directamente sobre la membrana

12. Centrifugar a 13.000rpm durante 1 minuto para eluir

Se utilizé 0,8ul para testar la calidad del RNA con el bioanalizador de Agilent 2100
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA). El volumen sobrante fue conservado a -80°C

hasta su utilizacién.

5.3 Secuenciacién

La construccién de las librerfas y demds protocolos de secuenciacion de los miRNAs se
realizaron en el servicio de genémica del Centro Nacional de Investigaciones
Oncolégicas (CNIO) en Madrid. Se siguieron los protocolos del equipo Illumina
Genome Analyzer lIx (GAllx), y el procesamiento de los datos primarios, el andlisis de
la imagen y la asignaciéon de bases a los picos del cromatograma por ciclo se realizé
con el software Real Time (RTA1.9), y la conversién al formato de lectura FASTQ fue

realizada por Casava-1.8, los dos paquetes de software de lllumina.

6. Andlisis estadistico

La totalidad de los datos fueron analizados con el programa R (www.r-project.org). Las

diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05.
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6.1 Anélisis de las caracteristicas demogrdaficas y clinicas de los
pacientes y patolégicas de los tumores

Para analizar el significado de las diferencias en las caracteristicas demogrdficas y
clinicas de los casos, como las patoldgicas de los tumores se utilizaron las pruebas no
paramétricas de Kruskal-Wallis en las variables cuantitativas y la prueba de chi® en las
variables cualitativas. Para conocer las diferencias entre los dos tipos de WDTC (FTC y
PTC) y entre los WDTC de buen y mal pronéstico se utilizé la prueba de Mann-Whitney
en las variables cuantitativas y la prueba de chi? en las variables cudlitativas. La
supervivencia libre de progresién, definida como recidiva o muerte por CT, se estimé

utilizando el test de Kaplan-Meier.

6.2 Andlisis de la expresién inmunohistoquimica y disefio de los modelos
para diagnéstico y prediccién del pronéstico

La inmunohistoquimica es una prueba comUnmente utilizada para validar los
resultados obtenidos en pruebas de alto rendimiento como los microarrays de cDNA
(234). Sin embargo, es importante comprobar que los valores de H-score en los TMAs
de la serie general fueran representativos de los casos, a través de un procedimiento
de validacién. Para ello, se aplicé un programa de generacién de muestreo aleatorio
estratificado por tipo de tumor, que seleccioné 30 casos de la serie, se realizd la
inmunohistoquimica en una seccién completa de cada tumor con los 19 anticuerpos
validados, y se efectuaron las siguientes andlisis:

a. La prueba de Wilcoxon apareado que informa si existe un sesgo sistemdtico
entre la seccién completa de los tumores y el TMA para la expresiéon de cada
proteina.

b. La correlacién de Spearman para evaluar la asociacién entre los valores de H-
scores de los TMAs respecto a los de las secciones completas para la expresiéon
de cada proteina.

c. El coeficiente de correlaciéon intra-clase, para medir la fiabilidad de las
valoraciones cuantitativas en la expresién de cada proteina.

d. El indice Kappa, que proporciona una medida de fiabilidad para datos
cualitativos resultantes de categorizar los H-scores segin presenten o no

expresion, ya que para algunos anticuerpos la expresion fue nula.
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Después se construyeron matrices con las correlaciones de Spearman que evaluaron la
correlacién entre la expresion de pares de proteinas estudiadas. Se realizé también un
andlisis con la técnica del random forest, en base a los indices de reduccién media de
la precision y Gini, que permitieron identificar, mediante un andlisis no supervisado, las
proteinas que presentan un patrén de expresiéon similar. Luego, el andlisis supervisado
identificé un conjunto reducido de proteinas cuyo perfil de expresién permitié clasificar
los casos segin su comportamiento, es decir, de buen y mal pronéstico. También se

realizé este andlisis para diferenciar AF de FTC.

Se realizé un andlisis multivariante de la expresion inmunohistoquimica utilizando la
prueba exacta de Mann-Whitney y la prueba exacta de Fisher para evaluar las
diferencias y porcentaje de expresién (H-score>0 versus H-score=0) entre los casos de
buen y mal prondstico. A continuacién, se construyeron los drboles de clasificacién, los
que mediante andlisis de particién recursiva aplicado a multiples variables permite
construir un drbol de decisién para clasificar correctamente los casos segun la
progresion, optimizando la sensibilidad y la especificidad. También se calcularon
sistemas de puntuacién que fueron optimizados por capacidad de discriminacién, y se

acabaron de configurar comprobando su comportamiento.

El modelo de regresién logistica incorporé la expresién de las proteinas y las variables
clinicas, relativas a la edad, sexo, didmetro del tumor, mutaciones y las metdstasis al
diagndstico. Este procedimiento proporciond la serie de variables que discriminaban
mejor los casos que progresaron. Las variables se escogieron para maximizar el drea
bajo la curva ROC, siempre que demostraran una contribucién estadisticamente
significativa al modelo segin la prueba de razén de verosimilitud entre el modelo con 'y
sin la variable. Se evalué la calibraciéon del modelo con la prueba de Hosmer-
Lemeshow, para evaluar la bondad de ajuste, es decir, el grado en que los valores
predichos por el modelo se acercan a los valores observados, y luego se calculé el
area bajo curva ROC que valoré el poder de discriminacién, que es el grado en que el

modelo distingue entre individuos en los que ocurre el evento y los que no.
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Posteriormente, el modelo se simplific6 en una suma de puntuaciones enteras en
funcién de la magnitud de los coeficientes del modelo, es decir, de la importancia de
la expresion de la proteina para discriminar entre los dos grupos a identificar por el

modelo.

Seguidamente, se hizo el andlisis de supervivencia o regresién de Cox en funcién de
las mismas variables identificadas por el modelo logistico, incorporando el tiempo libre
de progresiéon; y se comprobé la hipétesis de riesgos proporcionales del modelo de
supervivencia para cada variable individualmente, asi como para el modelo global,

verificando que el riesgo de progresién se mantiene constante a lo largo del tiempo.

Finalmente, para observar el grado de discriminacién de las puntuaciones en términos
de supervivencia libre de progresién, se realizaron las curvas de Kaplan-Meier en
funcién de los grupos definidos por la agrupacién de las puntuaciones y se aplicé la
prueba log-rank para verificar si existian diferencias significativas entre ellos. Durante la
realizacién de cada modelo se fueron sustituyendo las proteinas y sus puntos de corte

asi como las variables clinicas hasta encontrar la mejor combinacién para cada grupo.

6.3 Perfiles de expresién de miRNAs

Se alinearon en total 1499 secuencias en esta serie teniendo en cuenta Unicamente los
miRNAs de tipo let o mir, y descartando las alineaciones identificadas como
contaminacién (chrM, hum 5SrDNA, y hum rRNA). Para analizar los grupos, primero
se redujo el nimero de miRNAs, eliminando aquellos que tenian una cantidad de

lecturas inferior al tamafo del grupo més pequefo analizado (n,,,).

Las secuencias fueron normalizadas y filtradas utilizando los métodos de TMM
(Trimmed mean of M values) y Benjamini — Hochberg. Se filtraron miRNAs que tenian
frecuencias muy bajas, es decir, un miRNA deberia alcanzar las 0.5 lectura por millén

en un nimero minimo de n,,, muestras, para no ser filtrado y eliminado del andlisis.
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Finalmente, y con el fin de detectar la existencia de diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de expresion de miRNAs entre los grupos analizados, se
probaron los modelos de: a) Poisson gene-wise modelling; b) negative binomial gene-
wise modelling; c) Polya-Aepply gene-wise modelling y; d) Neyman type A gene-wise
modelling. Y de los cuatro modelos analizados, se seleccioné el modelo de Neyman
para realizar los andlisis, ya que este método, fue el Unico que logré detectar
diferencias en los niveles de expresién de miRNAs entre los grupos de PTC de buen y

mal pronéstico.

Del resultado obtenido, se seleccionaron todos los miRNAs con fold-change (FC)
superior a 2 o inferior a -2, y se ordenaron segin la magnitud de tres rangos: a) orden
de significacién, de mayor a menor significado, o equivalente, del menor al mayor p
valor ajustado, b) orden de magnitud de la expresién diferencial, de mayor a menor
FC, tomado como el valor absoluto en la escala logaritmica en base 2, y ¢) orden del
nimero de lecturas del grupo que define el numerador del FC. Al hacer la sumatoria,
los tres rangos tenian la misma importancia. Finalmente, se ordenaron los miRNAs

siguiendo el orden ascendente de esta suma.
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4. Resultados



Los resultados estdn divididos en tres secciones. En la primera se analiza la serie
utilizada para la validacién IHQ. En la segunda, se presenta el andlisis del estudio
inmunohistoquimico que permitié la elaboracién de los modelos de diagnéstico y
prediccion de prondstico. Y en la tercera, se presentan los perfiles de expresién de

miRNAs de los diferentes grupos analizados y sus comparaciones.

SECCION 1

1. Caracterizacién de la serie general

La realizacién de los modelos de diagnéstico y prediccién del pronéstico se realizaron
de acuerdo a los resultados de IHQ de la serie general (313 casos). Los modelos
seleccionados para diagnéstico se testaron en la serie de 40 casos de hiperplasia
nodular de tiroides, y en la de 38 bloques celulares de citologia de nédulos tiroideos.
En las tablas 8.1, 8.2 y 8.3 de los anexos, se presentan los datos de los pacientes de

las tres series utilizadas en esta seccién.

El andlisis bivariante nos permitié ver las diferencias entre grupos diagnésticos (AF,
PTC, FTC, ATC y PDTC), entre los dos tipos de WDTC (FTC y PTC), y entre los WDTC
de buen y mal pronéstico. En la serie de CT hubo una relacién 3:1 entre
mujeres:hombres (tabla 4.1). La mediana [P25;P75] de edad difiere segin el género,
siendo de 58 [42;69] afos en los hombres, y de 43 [31,5;62,5] afios en las mujeres.
También se observd que los grupos de CT con peor prondstico, los PDTC/ATC,
presentaron una mediana de edad y un didmetro del tumor superior a la de los demds

subtipos histolégicos (p<0,001).

En la tabla 4.2 se muestra que los subtipos de WDTC, es decir los FTC y PTC,
reproducen las caracteristicas especificas de cada grupo. Los FTC fueron unifocales
(100%), presentaron una baja proporcién de invasion local (6,59%), y una elevada
proporcién de metdstasis a distancia (20%). En contraste, los PTC presentaron unas
proporciones de 61%, 26,4% y 6,59% para las mismas variables respectivamente, con

un p valor igual en las 3 comparaciones (p<0,001).
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Tabla 4.1 Caracteristicas demogrdficas y clinicas més relevantes segin los tipos de tumor.

Caracteristicas AF FTC PTC PDTC ATC Total
Sexo:
Hombre 19 6 41 7 4 77
(23,5%) | (40,0%) = (22,5%) | (30,4%) | (33,3%) | (24,6%)
Mujer 59 9 140 16 8 232
(72,8%) | (60,0%) | (76,9%) (69,6%) | (66,7%) | (74,1%)
Sin datos 3 0 1 0 0 4
(3,7%) 0,0% | (0,5%) (0,0%) 0,0% | (1,28%)
Edad (afos)
45.0 63.0 41.0 71.5 72.0 46.5
Mediana [P25;P75]  [33,5:56,5 [43,2;68, @ [31,0:57,  [62,5;74,5]  [62,5;75, @ [33,0:62,
] 2] 0] 0] 0]

Didmetro del tumor (cm)

3.50 4.00 2.50 5.00 6.00 3.00

Mediana [P25;P75]
[3,0;4,5] | [2,5;5,0] | [1,7;3,5] [4,0,8,0] [5,7:8,0] | [2,0;4,5]

Tiempo de seguimiento
(afos)

6.84 6.45 8.18 3.50 0.48 7.31

Mediana [P25;P75]
(5,1;8,2] | [4,8;8,4] | [57;11,0] | [1,2;53] [0,2,0,6] | [5,0;9,6]

En la tabla 4.3, se muestra que, a pesar de que el CT fue mds frecuente en las
mujeres, fueron los hombres los que presentaron una mayor proporcién de mal
prondstico, aunque esta diferencia no llegd a ser estadisticamente significativa
(p=0,070). En el grupo de mal pronéstico, la mediana de edad fue de 53 afios, la

frecuencia de invasidn local de 63,3% y de las metdstasis a distancia de 62,0%.
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Tabla 4.2 Descripcién de las caracteristicas de los tumores.

Multifocalidad

No

Si

Invasién local*

No

Si
Metdstasis ganglionares

No

Si

Estadio TNM

\Y,
Recidiva a distancia**

No

Si

FTC

15
(100%)

(0,00%)

14
(93,3%)

(6,67%)

14
(93,3%)

(6,7%)

(53,3%)

(6,67%)

(33,3%)

(6,67%)

12

(80,0%)

30
(20,0%)

PTC

(61,0%)
71
(39,0%)

(72,5%)
48°
(26,4%)

104
(57,1%)
78
(42,9%)

106
(58,2%)
19
(10,4%)
27
(14,8%)
29
(15,90%)

170
(93,4%)
12b
(6,59%)

PDTC

21

(91,3%)
2

(8,70%)

10
(43,5%)
12¢
(52,2%)

14
(61%)

(39%)

1
(4,35%)
1
(4,35%)
3
(13,0%)
17
(73,9%)

7
(30,4%)
13¢
(56,5%)

ATC

10
(83,3%)

(0,00%)

(16,7%)

9d

(75,0%)

(66,7%)

(25,0%)

(0,00%)

(8,33%)

(8,33%)

(75%)

1

(8,33%)

5d
(41,7%)

Todos

(67,7%)
73
(31,5%)

158
(68,1%)
70
(30,2%)

140
(60,3%)
91
(39,2%)

115
(49,6%)
22
(9,48%)
36
(15,5%)
56
(17,9%)

190
(81,9%)
32
(13,8%)

*Recidiva local a: Grandes vasos (GV); b: 43 en musculatura pre laringea (MP) y 5 en otros; c: 2 en GV,
1 en MP, 1 en trdquea y 8 en ofros; d: 3 en trdquea y 6 en ofros. ** a: 2 en hueso (H) y 1 en pulmén
(P); b: TH, 9P, 1P+ Hy 1P + otras; c: TH + otras, 7P, 2P + H + otras y 1 ni en H nien P; d: 1H, 2P,

1P + Hy 1P + ofros.
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Tabla 4.3 Caracteristicas clinicas y patolégicas respecto al pronéstico.

Buen pronéstico ' Mal pronéstico P valor
N=120 N=77
Sexo: 0,070
Hombre 23 (48,9%) 24 (51,1%)
Mujer 97 (65,1%) 52 (34,9%)
Edad: 0,004
Mediana [P25;P75] 39,0 [31,0;51,5] 53,0 [33,0;64,0]
Invasién local: <0,001
No 101 (69,2%) 45 (30,8%)
Si 18 (36,7%) 31 (63,3%)
Metdstasis ganglionares: <0,001
No 90 (76,3%) 28 (23,7%)
Si 30 (38,0%) 49 (62,0%)
Estadio: <0,001
| 83 (72,8%) 31 (27,2%)
Il 14 (70,0%) 6 (30,0%)
Il 15 (46,9%) 17 (53,1%)
\% 7 (23,3%) 23(76,7%)
Mutaciones: 0,048
No 67 (67,7%) 32 (32,3%)
Si 49 (52,7%) 44 (47,3%)

Respecto a las mutaciones, teniendo en cuenta los 313 tumores incluidos en el andlisis,
encontramos 200 (63,9%) casos sin mutacién, 104 con mutacién (33,2%), y 4 (2,88%)
en los que no fue posible la valoracién por problemas técnicos con el material. De las
mutaciones, 90 (86,5%) correspondieron a la alteracion BRAF' detectada en 87
PTC (96,6%), 2 ATC (2,2%) y 1 PDTC (1,2%); 11 mutaciones (10,6%) en el gen NRAS
(Q61R, Q61K y un indel), en 5 FVPTC (45,5%), 3 AF (27,3%), 2PDTC (18,2%), y 1
FTC (9,1%); y finalmente, 3 mutaciones (2,9%) en HRAS (Q61R), en 2 AF (66,7%) y 1
ATC (33,3%). Ningun caso de la serie presenté mutacién en el gen KRAS.
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Ademds, el andlisis de las diferencias en las caracteristicas clinicas de la variante
folicular (FVPTC) y las otras variantes del carcinoma papilar, demostré una diferencia
estadisticamente significativa en la invasién local y las metdstasis (p<0,005) (tabla 4.4).
Ademds, segin la prueba exacta de Fisher, los FVPTC mostraron mejor prondstico que

los FTC o el resto de PTC, siendo este resultado estadisticamente significativo

(p=0,036).

Tabla 4.4 Caracteristicas diferenciales entre FVPTC y PTCnoF.

FVPTC PTCnoFV p-valor
N=38 N=190
Invasién local: 0,005
No 34 (91,9%) 128 (67,7%)
Si 3(8,11%) 61 (32,3%)
Metéstasis ganglionares: <0,001
No 31 (81,6%) 92 (48,7%)
Si 7 (18,4%) 97 (51,3%)
Recidiva: 0,038
No 29 (76,3%) 107 (56,6%)
Si 9 (23,7%) 82 (43,4%)
Recidiva Ganglionar: 0,019
No 35 (92,1%) 138 (72,6%)
Si 3 (7,89%) 52 (27,4%)
Mutacién BRAF: <0,001
V600E 2 (5,26%) 101 (53,2%)
V600E? 2 (5,26%) 2 (1,05%)
Delecion 1(2,63%) 0 (0,00%)
N/V 0 (0,00%) 4 (2,11%)
Sin mutacién 33 (86,8%) 82 (43,2%)

Finalmente, en el andlisis de supervivencia libre de progresién, todos los WDTC
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clasificados como de buen pronéstico y con seguimiento estuvieron libres de
progresion de la enfermedad al finalizar el estudio (abril de 2014). La mediana de

seguimiento de este grupo fue de 8,9 afos.

La mediana de seguimiento del grupo de WDTC de mal pronéstico (progresién) fue de
7,2 afnos. Sin embargo, 6 (7,8%) de los pacientes (B63; GO5, A57, BO5, B10, B0O5)
con WDTC clasificados como de mal pronéstico estaban libres de progresién de la
enfermedad al final del seguimiento, y tenian una mediana de seguimiento de 5,2

anos.

Sélo 3 (8,6%) de los pacientes con PDTC/ATC estaban libres de progresién de la
enfermedad al final del estudio, entre 1,4 y 3,3 afos de seguimiento. La mediana
estimada de supervivencia libre de progresién fue diferente para ATC y PDTC, siendo

de 0,3 y 2,3 afos, respectivamente.

Supervivencia libre de progresién
04
|

o | |Atc PDTC
o

Afos desde la cirugia

Figura 4.1 Supervivencia de los grupos de carcinomas de la serie general hasta la recidiva o
muerte por cancer de tiroides, ATC, PDTC, PTC y FTC.
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Figura 4.2 Supervivencia de los grupos WDTC (FTC, FVPTC y PTC) de la serie general.
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SECCION 2

1. Inmunohistoquimica de las proteinas de la firma molecular

En esta seccién, se describen los resultados del andlisis estadistico de la IHQ, y la
formulacién de los modelos de diagndstico y prediccién de pronéstico. Todos los
pacientes incluidos en la serie (313 casos) tienen datos de expresién de la proteina
correspondiente en tejido tumoral, y 253 de ellos tienen ademds datos de expresién de
la proteina en tejido no neopldsico. El estudio inmunohistoquimico se realizé para 19
de los 22 proteinas de la firma molecular: ANLN, BIRC5, PRC1, NUSAP1, RRM2,
PTPRN2, SDK2, DIAPH3, APLP2, UBE2C, IL1RN, c70orf23, PDK2, CEP55, CCNB2,
SIAHT, LMBRD1, CENP-A y PPAP2B (233). La expresion de las proteinas ASPM,
SH3BGRL2, y ORMDL3 no pudo ser valorada debido a que no fue posible optimizar

los protocolos de inmunohistoquimica para sus anticuerpos.

2. Identificacién de proteinas con valor diagnéstico y prondstico
Se realizaron una serie de pruebas que identificaron las proteinas que mejor

diferenciaban los grupos analizados.

2.1 Pruebas para comprobar las diferencias de expresién de proteina
entre tejido tumoral y no tumoral

En la tabla 4.5 se presentan los resultados del test de Wilcoxon y la prueba de
McNemar que evaluaron la expresién diferencial de las proteinas de interés entre el
tejido tumoral y no tumoral. La expresién nuclear de BIRC5, CENP-A y CEP55 fue
significativamente mayor en tejido no tumoral que en el tumor; mientras que las de
ANLN, APLP2, PDK2, y PPAP2B no presentaron diferencias significativas entre los dos
tipos de tejido. Tampoco las expresiones citoplasmaticas de CENP-A, NUSAPT, ILTRN,
LMBRDT1, PTPRN2, y c70orf23 fueron diferentes entre el tejido normal y el tumoral.
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Tabla 4.5 Diferencia de expresién media intra-individuo en tejido tumoral y no tumoral.

Citoplasma Nicleo
Proteina N Test de Prueba de Test de Prueba de
Med = Q1-Q3 Med = Q1-Q3
Wilcoxon = McNemar Wilcoxon | McNemar
ANLN 242 33 5-132 <,0001 <,0001 0 0-0 0,7893 1
BIRC5 237 25 0-85 <,0001 <,0001 -32 -73-0 <,0001 1
UBE2C 247 0 0-1 <,0001 <,0001 1 0-2 <,0001 <,0001
CENP-A 246 | O 0-0 1 1 20 -40-0 <,0001 1
CCNB2 246 0 0-3 <,0001 <,0001 1 0-2 <,0001 <,0001
PRC1 241 96 14-140 <,0001 <,0001 0 0-1 <,0001 <,0001
NUSAPT = 244 | 0 0-0* <,0001 <,0001 1 0-3 <,0001 <,0001
[LTRN 259 0 0-0* <,0001 <,0001 1 0-3 <,0001 <,0001
DIAPH3 241 @ 0 0-6 <,0001 <,0001 1 0-5 <,0001 <,0001
RRM2 233 84 40-110 <,0001 <,0001 1 0-4 <,0001 <,0001
CEP55 | 242 74 | 24100 <,0001 <,0001 4 260 <,000] <,0001
SIAH1 249 93 44-108 <,0001 <,0001 1 0-4 <,0001 <,0001
LMBRD1 250 0 0-0* <,0001 <,0001 1 0-1 <,0001 <,0001
SDK2 243 0 0-6 <,0001 <,0001 1 1-3 <,0001 <,0001
APLP2 248 47 6-88 <,0001 1 0 0-0 0,0075 0,8852
PTPRN2 243 0 0-0 0,0770 0,0411 0 0-1 <,0001 <,0001
C70rf23 252 0 0-0 0,0264 0,0148 0 0-1 <,0001 <,0001
PDK2 240 76 23-114 <,0001 <,0001 -5 -43-30 0,1180 0,5465
PPAP2B 241 42 3-147 <,0001 <,0001 0 0-0 0,3711 <,0001

*A pesar de tener p valor <0.0001, las diferencias no son relevantes porque su rango [Q1-Q3] es 0-0,
es decir, que como minimo un 75% de los casos no tienen expresién alguna. En la tabla, Med,
mediana.

2.2 ldentificacién de proteinas correlacionadas

Las matrices de correlacién de Spearman evaluaron la correlacién entre la expresién
de pares de las proteinas estudiadas. Los nimeros de la matriz muestran el coeficiente
de correlacién de Spearman multiplicado por 100. Se realizaron 3 matrices, una con
la serie general (313 casos), una con WDTC (197 casos) y otra con el grupo de los
FTC y AF (96 casos). En la figura 4.3 se muestran los resultados de la matriz para la
serie general. Las ofras dos matrices se presentan en las figuras 8.1 y 8.2 de la seccién

de anexos.
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Figura 4.3 Correlaciones de Spearman en toda la serie general. En la figura, el color azul
indica las correlaciones positivas y el rojo las correlaciones negativas. Ambos colores indican proteinas
que tienen correlaciones superiores a 0.5.

2.3 Identificacién de valores de expresién diferencial de acuerdo al
prondstico

Finalmente, se utilizé la técnica del Random Forest para un andlisis supervisado. Este
permitié identificar proteinas que permitian asociadas con casos de buen y mal
prondstico y que también permitian diferenciar entre subtipos tumorales. Las proteinas
identificadas fueron:

WDTC: RRM2n, UBE2Cc, SIAHTc y PRC1c

PTC: SIAHTcy PRClc

FTC: UBE2Cn, CEP55¢, RRM2n y UBE2Cc

PTCnoFV: PRClc

FVPTC: UBE2Cc

Las proteinas Gtiles para diferenciar entre dos subtipos tumorales fueron NUSAP1c
(WDTCb versus ATC/PDTC) y ILIRNn (AF versus FTC). La figura 4.4 muestra el
andlisis supervisado y no supervisado para el grupo de FTC. El andlisis de los otros

grupos se presentan en las figuras 8.3-8.7 en seccién de anexos.
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Unsupervised Random Forests (FTC) Supervised Random Forests (FTC)
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Figura 4.4 Andlisis Random forest supervisado y no supervisado para identificar las proteinas
Utiles para diferenciar entre buen y mal pronéstico los FTC.

2.4 Andlisis comparativo de la expresién inmunohistoquimica segin
prondstico

El andlisis comparativo se realizé utilizando el test exacto de Mann-Whitney vy el test de
Fisher para evaluar las diferencias de expresién entre los casos de buen y mal
prondstico. Esta prueba se aplicé a todos los WDTC (PTC, FTC). Asimismo, se realizd
el andlisis de los FTC y los PTC separadamente. Ademds, se analizaron los PTC
dividiéndolos en: aquellos de variante folicular (FVPTC), y los de las demds variantes
de PTC (PTCnoFV). También, se realizé el andlisis entre los AF vs. FVPTC/FTC. Y
finalmente, entre los WDTC de buen pronéstico versus carcinomas desdiferenciados
(PDTC/ATC). El resumen del andlisis se muestra en la tabla 4.10, las tablas de andlisis

especificas de cada grupo, tablas 8.4-8.10, se encuentran en la seccién de anexos.
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Tabla 4.6 Resumen del andlisis bivariante de la serie general segin pronéstico vy

comparaciones entre grupos de diagndstico.

Proteina WDTC PTC FTC PTCnoFV = FVPTC | AFvs FTC WDTC vs
ATC/PDTC
n 120 -77 111 -71 9-6 83 - 63 27 -8 81-15 120 - 35

ANLN C+ C+ C-*

BIRCS C+ C+ C+ C+ C- N-
UBE2C C+ N+ C+N* | C+ N+ C* C+ N+ C+ N+
CENP-A N- N-
CCNB2 C+ N* C+ N* N*

PRCI C+ C+ C+ N+
NUSAP1 N-* N-* C+* N- c* N- C+ N+
ILTRN C+* C+* C* N+

DIAPH3 C+ C+ C+*N- C+ N-
RRM2 C+ N- C+ N- N- C+ N- C+ N+ C+
CEP55 C+ N+

SIAHT C+ C+ C+ N- N-
LMBRD1 C+* N* C+* N* C+* N* N-

SDK2 N- N- N-+* N N-* N-
APLP2 N-* N-* N-* C-N C-
PTPRN2 C*N-* C* N-* C* N-* C+*
C70rf23 C-*

PDK2

PPAP2B C+ C+ C-

En la tabla, C y N citoplasma y nicleo, respectivamente. Los simbolos +, - y * muestran que la expresién
en mal pronéstico es >, < o = a la de buen pronéstico. El simbolo combinado +* o -* indica que la
expresion positiva (>0) es > o < en mal pronéstico respecto al buen prondstico.

En el andlisis comparativo, destacé que en los casos de WDTC de mal prondstico la
expresion citoplasmdtica fue mayor para ANLN, BIRC5, UBE2C, CCNB2, PRCIT,
ILTRN, DIAPH3, RRM2, SIAHT, LMBRD1 y PPAP2B; y la expresién nuclear fue mayor
para UBE2C y menor para RRM2, SDK2 y PTPRN2 respecto a los de buen prondstico.
Ademds, en los PTCnoFV de mal prondstico, la expresién citoplasmética fue mayor
para BIRC5, PRC1, RRM2, DIAPH3, LMBRD1 y SIAHT, mientras que en el nicleo, hubo
una mayor expresiéon de SDK2 y menor expresién de CENP-A, NUSAP1, DIAPH3 y
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PTPRN2 respecto a los de buen prondstico. Finalmente, el grupo de FTC vs AF, los FTC
tuvieron una mayor expresién citoplasmética de BIRC5 y RRM2, y menor en ANLN,
C70rf23, y APLP2. En el nicleo, hubo una mayor expresién de ILRN y RRM2, y una
menor expresion de CENP-A, NUSAP1, SIAHT, LMBRD1, APLP2 y SDK2.

3. Arboles de clasificacién para pronéstico

Los d&rboles de clasificaciéon se construyeron para discriminar: a) entre los casos de
buen y mal pronéstico para cada subtipo de WDTC, b) entre los AF y los FTC, y c) en
la serie de PAAF para discriminar entre los tumores benignos (HNT, AF) y los tumores
malignos (FVPTC y FTC). Inicialmente, se construyé un darbol para observar el poder de
discriminacién de la expresién de proteinas en el conjunto de todos los casos de
WDTC. El modelo resultante, SIAH1c>90, RRM2c>70, UBE2Cc>0 y CEP55¢>100,
obtuvo una sensibilidad de 92,2%, pero clasificaba erréneamente a la mitad de los

casos de buen pronéstico, siendo el valor de la especificidad del 50,0% (Figura 4.5).

SIAH1 ¢ >90

RRM2 ¢ >70 UBE2C c >0

53 m 39 b CEP55 ¢ >100

Figura 4.5 Arbol de clasificacién de los carcinomas bien diferenciados. En la figura,
c=expresidn citoplasmdtica, n=expresién nuclear, m=mal pronéstico y b=buen pronéstico.
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Posteriormente, el grupo de los PTC se analizé separadamente sin lograr una mejor
especificidad (&rbol no mostrado). Cuando se analizé el grupo de PTC extrayendo la
variante folicular (solo se considerd entonces PTCnoFV), el modelo generado identificé
los H-scores de las proteinas SIAH1c¢>80, PRC1c>150, RRM2¢>50, PDK2n<90, y
SIAH1¢>90; con una sensibilidad del 91,8%, y una especificidad del 57,1% (Figura
4.6).

SIAH1 ¢ >80

® @

PRC1 ¢ >150 23b

l

RRM2 ¢ >50 PDK2 n <=90

I'ha

em

Figura 4.6 Arbol de clasificacién de los carcinomas papilares de variante no folicular
(PTCnoFV). En la figura, c=expresién citoplasmdtica, n=expresién nuclear, m=mal prondstico
y b=buen pronéstico.

-

A posteriori, el grupo de los PTCnoFV, se sub-dividié segin la presencia o ausencia de
lo mutaciéon BRAFY, descrita como un marcador de mal pronéstico. El érbol
generado con el grupo de casos de PTCnoFV con la mutacién BRAF"%F identificé una
combinacién de 3 proteinas (SIAH1c¢>90, RRM2¢>80 y PDK2n<80), con una
sensibilidad de 94,9% y una especificidad de 60,5% (Figura 4.7). Cuando se consideré
el grupo de casos de PTCnoFV sin la mutacién en BRAF, la expresion de las proteinas
PRC1>140, PDK2n<90 y SIAH1c>70, alcanzé una sensibilidad del 100% y una
especificidad del 44,4% (Figura 4.8).
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SIAH1 ¢ >90

RRM2 ¢ >80

m PDK2 n <=80

Figura 4.7 Arbol de clasificacién de PTC de variante no folicular con mutacién. En la figura,
c=expresién citoplasmética, n=expresién nuclear, m=mal prondéstico y b=buen pronéstico.

PRC1 c >140

PDK2 n <=90

SIAH1 ¢ >70 10b

m

Figura 4.8. Arbol de clasificacién de los PTC de variante no folicular sin mutacién. En la
figura, c=expresiéon citoplasmdtica, n=expresién nuclear, m=mal prondstico y b=buen
prondstico.

El 4rbol generado con los casos de FVPTC, identificé que la expresiéon de una proteina,
UBE2Cn>0, puede discriminar entre los casos de buen y mal pronéstico con una

sensibilidad del 100% y una especificidad del 77,8% (Figura 4.9).
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UBE2C ¢ >0

lsm’I [0 ] lOml [210]

Figura 4.9 Arbol de clasificacién de los FVPTC. En la figura, c=expresién citoplasmética,
n=expresion nuclear, m=mal pronéstico y b=buen pronéstico.

Finalmente, el darbol generado con los FTC para discriminar los casos de mal

prondstico identificé la expresiéon de una proteina, CEP55¢>80, con una sensibilidad y

una especificidad de 100% (Figura 4.10).

CEP55 ¢ >80 ‘

ol Eood om Eeod

Figura 4.10 Arbol de clasificacion de los FTC. En la figura, c=expresién citoplasmética,
n=expresion nuclear, m=mal pronéstico y b=buen pronéstico.

4. Arboles de clasificacién para diagnéstico

Para identificar un conjunto de proteinas que mejoraran el diagnéstico diferencial entre
los tumores malignos (FVPTC y FTC) y los benignos (AF) del epitelio folicular tiroideo
primero se construyé un drbol con los casos de la serie general. El modelo con mejor
capacidad para discriminar tumores benignos y malignos, estuvo compuesto por la
expresion de las proteinas, APLP2n=0, RRM2n>5, PRC1c=40, APLP2c<105 y
SIAH1n<5. Este modelo alcanzé una sensibilidad del 100% y una especificidad de
98,8% (Figura 4.11). Posteriormente, este modelo fue aplicado a la serie de
hiperplasias nodulares de tiroides (HNT), en la cual se obtuvo una especificidad del
94,8%.
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APLP2 n =0

RRM2 n >5 RRM2 n >5

PRC1 ¢ >= 40

PLP2 ¢ <=10¢

Figura 4.11 Arbol de clasificacién de tumores malignos (FTC/FVPTC) vs tumores benignos
(AF) de la serie general. En la figura, c=expresién citoplasmdtica, n=expresién nuclear,
m=mal pronéstico y b=buen pronéstico.

Finalmente, se generé el drbol con los casos de la serie de PAAF, para el cual se tuvo
en cuenta el H-score de RRM2 y el porcentaje de células que expresaron PRC1, y se
determinaron tres modelos que identificaron a:

a) Los carcinomas (C), RRM2c<90 + PRC1>20%; con una sensibilidad de 72,7% y la
especificidad del 83,3%.

b) Los adenomas (A), RRM2c<90 + PRC1<20%; con una sensibilidad del 77,8% y
una especificidad del 86,4%.

c) Las hiperplasias (H), RRM2c>90; con una sensibilidad del 81,8% y una
especificidad del 94,4% (Figura 4.12).
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RRM2 c <=90

PRC1 >20% m
|

Figura 4.12 Arbol de clasificacién de los tumores malignos (FTC/FVPTC) vs tumores
benignos (AF, HNT) en la serie de PAAF. En la figura C=carcinoma, A=adenoma vy
H=hiperplasia.

5. Sistemas de puntuacién de los 4rboles de clasificacién

A partir de los resultados de drboles de clasificacién se aplicé el modelo de regresion
logistica, para elaborar modelos de diagnéstico diferencial entre AF y FTC, asi como
modelos de prediccion de pronéstico. Estos modelos se mejoraron incorporando
aquellos datos clinicos mds relevantes entre los casos de buen y mal pronéstico (edad,
didmetro del tumor, metdstasis al diagnéstico y mutaciones), que mostraron una
diferencia estadisticamente significativa. Una vez seleccionado el mejor sistema de
puntuacién, se aplicé el test de Kaplan-Meier para la estimacién del tiempo libre de

progresion.

5.1 Carcinomas bien diferenciados de tiroides (WDTC)
Este grupo incluye todos los casos de PTC y FTC presentes en la serie general. El

modelo que mejor discrimina los casos que progresaron estd constituido por:

SIAH1c>95, RRM2c¢>55, RRM2n< 10, edad>70 afos y CEP55<100.
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Tabla 4.11 Modelo de regresién logistica y modelo de Cox en WDTC.

Regresion logistica Regresion de Cox

Coeficiente OR (95%IC) P valor HR (95%IC) P valor

Intercepto -5,38 - <0,00001
SIAHTc>95 1,35 3,9(1,8; 8,9) 0,000949 5,0(2,3;11,0) 0,00005
RRM2c>55 1,52 4,6(1,9:12,3) 0,001406 3,7(1,7; 7,9) 0,00098
RRM2n<10 2,20 9,0(2,8;38,7) 0,000859 5,1(1,7;15,3) 0,00342
Edad>70 2,22 9,2(2,7:35,5) 0,000669 8,2(3,8;17,9) <,00001
CEP55=100 0,68 2,0(1,0; 4,1) 0,064153 2,7(1,5; 4,7) 0,00064

El 4rea bajo la curva ROC es de 0,810 (Figura 4.13), y con una calibracién aceptable
con el modelo de Hosmer-Lemeshow (p=0,237). Los coeficientes reales se
transformaron en enteros consecutivos para reproducir el modelo de una forma simple,

de manera que el sistema de puntuacién quedé definido por:

2*(SIAH1 c>95)+2*(RRM2c>55)+ 3*(RRM2n<10)+ 3*(Edad>70)+1*(CEP55<100)

1.0

0.8

0.6

Sensitivity

0.4

0.2

- Area under the curve: 0.810

0.0

T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1-Specificity

Figura 4.13 Curva ROC del modelo de puntuacién para los WDTC.
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Tabla 4.12 Puntuaciéon del grupo de carcinomas bien diferenciados segin progresion con los

porcentajes de sensibilidad, especificidad y supervivencia a 5 afos*.

Sin % % supervivencia
Puntuacién Progresion Sensibilidad = Especificidad
progresion Progresién a 5 afos
0-2 10 0 0,0% 100,0% 8,1% 100%
3-4 33 3 8,3% 95,6% 35,0% 94,3%
5-7 72 32 30,8% 48,5% 93,5% 77,4%
8-11 8 33 80,5% 29,7%

* Los valores de sensibilidad y especificidad se refieren a las puntuaciones superiores a las indicadas en
su fila.

El orden de magnitud de los coeficientes del modelo de Cox coincidieron con los del
modelo logistico, por lo que el sistema de puntuacién es vdlido a partir de los dos
andlisis. En la figura 4.14, se observan las curvas de Kaplan-Meier para supervivencia
de los grupos. El test/contraste de Log-Rank indicé que existen diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos (p=0). Este modelo también se aplicd
al grupo constituido por los carcinomas pobremente diferenciados (PDTC) y los

indiferenciados (ATC), en donde es interesante destacar que ninguno de los casos

obtuvo puntaciones entre 0-2, y sélo un caso obtuvo una puntuacién de 3-4.

1.0

0.8

0.6

0.4

Supervivencia libre de progresion
02

0.0

—_———r

3-4

0-2

5-7

a. WDTC

Supervivencia libre de progresion

1.0

0.6

0.4

0.2

0.0

[

3-4

b. PDTC/ATC

Figura 4.14 Supervivencia libre de progresién de los grupos de puntuacién para a) WDTC,
b) PDTC/ATC. En base a los modelos de pronéstico estimados, cada curva muestra la
supervivencia libre de progresiéon de los pacientes con la puntuacién indicada sobre ella.
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5.2 Carcinomas papilares de tiroides (PTC)

El grupo de los carcinomas papilares se analizé reagrupdndolos como en los drboles
de clasificacién para conseguir modelos éptimos que discriminasen los casos de mal
prondstico. Los grupos estdn constituidos de la siguiente manera: PTC (abarca todas
las variantes histolégicas), PTCnoFV, PTCnoFV con mutacién BRAF"®fy PTCnoFV sin
mutacién en BRAFYT. En las tablas 4.13-4.16, se detallan las variables utilizadas en el
modelo generado para cada uno de los cuatro grupos y su nivel de significacién para

el andlisis de regresion logistica y de Cox.

Tabla 4.13 Modelos de progresién en PTC.

Regresién logistica Regresion de Cox

Coeficiente = OR (95%IC) P valor HR (95%IC) P valor
Intercepto -6,21 - <0,000001
SIAH1c>95 1,90 6,7(2,7;17,8) 0,000007 7,4(3,1;17,6) 0,00001
RRM2c>55 1,82 6,2(2,3;18,4) 0,000500 4,5(2,0;10,2) 0,00034
RRM2n<10 1,97 7,2(2,0,;34,4) 0,005211 3,7(1,2;11,2) 0,01876
Edad>70 2,58 13,2(3,5:56,6)  0,000252 | 10,5(4,6:23,6)  <,00001
CEP55<100 1,21 3,4(1,5,7,9) | 0003632 = 3,9(2,1;7,2) | 0,0000]1

Tabla 4.14 Modelos de progresién en PTCnoFV.

Regresion logistica Regresion de Cox

Coeficiente = OR (95%IC) P valor HR (95%IC) P valor
Intercepto -5,75 - 0,000003
SIAH1c>95 1,79 6,0(2,2;18,9) 0,000932 7,3(2,6;21,1) 0,00022
RRM2c>55 1,80 6,0(2,2;19,2) 0,001077 4,4(1,9;10,1) 0,00044
RRM2n<10 1,72 5,6(1,1,;48,3) 0,064379 3,9(0,9;17,0) 0,06548
Edad>70 2,60 13,5(2,8;79,8) 0,002003 9,3(3,8;22,3) <,00001
CEP55<100 1,23 3,4(1,5;8,5 = 0005522 | 472(2,2;80) | <,00001
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Tabla 4.15 Modelos de progresién en PTCnoFV BRAF %%,

Regresién logistica Regresion de Cox

Coeficiente | OR (95%IC) P valor HR (95%IC) P valor
Intercepto -4,02 - 6,55e-05
SIAH1C>95 2,10 8,2(1,9,58,6) 00124 | 152(1,9:122,3)  0,1040
RRM2c>55 1,37 3,9(1,2:14;9) 0,0314 3,90(1,4;10,8) = 0,0090
Edad en [45,70] 0,62 1,9(0,6;6,6) 0,3165 1,17(0,5:2,8) 0,7151
Edad>70 2,23 9,3(1,2;115,3) 0,0478 6,35(2,1;19,4) 0,0012
CEP55c¢=<100 1,36 3,9(1,3;13,3) 0,0221 4,83(2,1;11,1)  0,0002

Tabla 4.16 Modelos de progresién en PTCnoFV BRAFT.

Regresién logistica Regresién de Cox
Coeficiente = OR (95%IC) P valor HR (95%IC) P valor
Intercepto -4,33 - 0,00400
RRM2c>55 2,48 12,0(1,3:401,5)  0,06337 | 4,4(0,6;34,6) 0,1531
Edad en [45,70] 0,44 1,5(0,3;7,0) 0,56044 1,2(0,4;3,8) 0,7500
Edad>70 2,19 8,9(0,5;319,2) = 0,14564 | 3,0(0,6;14,3) 0,1641
PRC1c>140 2,12 8,3(2,3;37,7) 0,00269 4,2(1,3;13,2) 0,0151

Los coeficientes reales de cada modelo se transformaron en enteros consecutivos para
reproducir los modelos de forma simple, de manera que los sistemas de puntuacién
para estos grupos quedaron definidos por:

PTC
| 2%(SIAH1c>95)+ 2*(RRM2c>55)+ 2*(RRM2n<10)+ 3*(Edad>70)+ 1*(CEP55<100) |

PTCnoFV
| 2*(SIAH1c>95)+2*(RRM2c>55) + 2*(RRM2n<10)+ 3*(Edad>70)+1*(CEP55<100) |

PTCnoFV con mutacién
| 2*(SIAH1c>95)+ 1*(RRM2c>55)+2*(Edad > 70) + 1*(CEP55¢ =< 100) |

PTCnoFV sin mutacién
| 2*(RRM2¢>55)+ 1*(Edad>70)+1*(PRC1c>140) |

Los modelos para PTC, PTCnoFV, PTCnoFV con mutacién BRAFY®ty PTCnoFV sin
mutacién tuvieron un drea bajo la curva ROC de 0.826, 0.819, 0.836 y 0.822,
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respectivamente. Todos ellos mostraron una calibraciéon aceptable con el modelo de
Hosmer-Lemeshow (p=0,2414, p=0,1044, p=0,2 y p=0,133, respectivamente)
(Figura. 4.15).

En las tablas 4.17-4.20, se puede apreciar el porcentaje de progresién, la
sensibilidad, especificidad y la tasa de supervivencia libre de recidiva o muerte por
céncer de tiroides a 5 afios en los grupos de puntuacién, de los andlisis para PTC,

PTCnoFV, PTCnoFV con mutacién BRAFYE y PTCnoFV sin mutacién.
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Figura 4.15 Curvas ROC de los modelos de puntuacién para identificar mal pronéstico en:
a) PTC, b) PTCnoFV, c) PTCnoFV con mutacion BRAFY%ty d) PTCnoFV sin mutacién.
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Tabla 4.17 Puntuacién de los grupos de PTC segin la progresién con los porcentajes de
sensibilidad y especificidad y supervivencia a 5 afios.

No % % supervivencia
Puntuacién Progresién Sensibilidad | Especificidad
progresion progresion a 5 afios
0-3 33 2 5,7% 96,8% 28,7% 97,1%
4-5 47 10 17,5% 80,6% 69,6% 87,1%
6 28 18 39,1% 51,6% 93,9% 72,3%
7-10 7 32 82,1% - - 29,3%

Tabla 4.18 Puntuacién de los grupos de PTCnoFV segin progresién con los porcentajes de
sensibilidad, especificidad y supervivencia a 5 afos.

No % de % supervivencia
Puntuacién Progresion Sensibilidad  Especificidad
progresion progresion a 5 afios
0-3 17 2 10,5% 96,4% 19,5% 94,4%
4.5 41 7 14,6% 83,6% 66,7% 89,1%
6 25 16 39,0% 54,5% 95,4% 71,3%
7-10 4 30 88,2% - - 25,0%

Tabla 4.19 Puntuacién de los grupos de PTCnoFV con mutacién BRAF**segin progresién
con los porcentajes de sensibilidad, especificidad y la supervivencia a 5 afos.

No % de % supervivencia
Puntuacién Progresion Sensibilidad = Especificidad
progresion progresion a 5 afios
0-1 15 1 6,3% 97,1% 33,3% 100%
2-3 27 11 28,9% 64,7% 93,3% 82,5%
4-6 3 22 88,0% - - 25,0%

Tabla 4.20 Puntuacién de los grupos de PTCnoFV sin mutacién BRAF segin progresién con
los porcentajes de sensibilidad, especificidad y la supervivencia a 5 afos.

No % de % supervivencia
Puntuacién Progresion Sensibilidad = Especificidad
progresion progresion a 5 afios
0-1 11 0 0% 100% 28,2% 100%
2 19 4 17,4% 78,9% 76,9% 82,4%
3-4 9 15 62,5% - - 50,0%
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Figura 4.16. Curvas de supervivencia libre de progresién de, a) PTC, b) PTCnoFV, )
PTCnoFV con mutaciéon BRAF%* y d) PTCnoFV sin mutacién. En base a los modelos de
prondstico estimados, cada curva muestra la supervivencia libre de progresion de los pacientes
con la puntuacién indicada sobre ella.

En la figura 4.16, se observan las curvas de Kaplan-Meier para supervivencia segin
los grupos de puntuacién. La prueba de Log-Rank indicé que existian diferencias
estadisticamente significativas para cada grupo analizado, PTC, PTCnoFV, PTCnoFV
con mutacidon BRAF™fy  PTCnoFV sin mutacién, (p=0, p=0, p=1,8e-11 y

p=0,000474, respectivamente). En las figura 4.17 se presentan las imdgenes
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Resultados

inmunohistoquimicas de las proteinas utilizadas para predecir el prondstico.

Buen Pronéstico Mal Pronéstico

£} »

PRC1

RRM2

CEP55

SIAHT

Figura 4.17 Imdagenes inmunohistoquimicas de tejido normal, un caso de buen prondstico y
un caso de mal prondéstico; a, b, ¢, PRC1; d, e, f, RRM2; g, h, i, CEP55; vy |, k, | SIAHT en
carcinomas papilares de tiroides, (40x).

5.3 Variante folicular del carcinoma papilar de tiroides
Debido a la escasez de muestra no fue posible estimar un modelo de regresién
logistica, ya que se requieren 10 eventos por grupo como minimo. Por lo que sélo se

conté con el resultado del arbol de clasificacién para este grupo, con una sensibilidad

de 100% (8/8), y una especificidad de 77,8% (21/27).
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Tabla 4.21 Puntuacién segin la progresién para FVPTC.

Puntuacién No progresién Progresion = % progresiéon
0 UBE2Cc=0 21 0 0%
1 UBE2Cc>0 6 8 57%
o 0

0.8
Il

b e e e e =

0.4

Supervivencia libre de progresién
02

0.0
|

ARos

Figura 4.18 Supervivencia libre de progresion de los FVPTC. En base a los modelos de
prondstico estimados, cada curva muestra la supervivencia libre de progresiéon de los pacientes
con la puntuacién indicada sobre ella.

En la figura 4.17, se muestran las curvas de Kaplan-Meier para supervivencia de los
grupos. La prueba de Log-Rank indica que existe diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos (p= 0,000673). En los FVPTC, la supervivencia libre de
recidiva o muerte por CT fue del 65,6% a 5 afos. En las figura 4.19 se presentan las

imdgenes inmunohistoquimicas de las proteinas utilizadas para predecir el pronéstico.

Tejido normal Buen pronéstico Mal pronéstico

3 1

o

aly & ) P A, 1
i y o LN ) A {
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Figura 4.19 Imdgenes inmunohistoquimicas de UBE2C en FVPTC, (40x).
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5.4 Carcinomas foliculares de tiroides
Como en el grupo anterior, debido a la escasez de muestra, no fue posible aplicar los

modelos de regresién. El drbol de clasificacion de este grupo tuvo una sensibilidad de

100% (6/6), y una especificidad de 100% (9/9).

Tabla 4.22 Puntuacién segin progresién para FTC.

Puntuacién No progresién Progresion =~ % progresion
0 CEP55=80 9 0 0%
1 CEP55>80 0 6 100%
e 0

L
f___"___J

Supervivencia libre de progresiéon
04

T T T
0 5 10 15

Afos desde la cirugia

Figura 4.20 Supervivencia libre de progresién de los FTC. En base a los modelos de
prondstico estimados, cada curva muestra la supervivencia libre de progresién de los pacientes
con la puntuacién indicada sobre ella.

En la figura 4.20 se observan las curvas de Kaplan-Meier para supervivencia de los
grupos. La prueba de Log-Rank indicé que existian diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos (p= 0,00013). En los FTC, la supervivencia libre de
recidiva o muerte por CT fue del 0% a los 5 afos. En las figura 4.21 se presentan las

imdgenes inmunohistoquimicas de las proteinas utilizadas para predecir el pronéstico.
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Tejido normal Buen pronéstico Mal pronéstico

Figura 4.21 Imdgenes inmunohistoquimicas de CEP55 en FTC, (40x).

5.5 Carcinomas foliculares y variante folicular del papilar vs. adenomas
foliculares

Para encontrar un modelo que discriminara entre los FTC/FVPTC y los AF, se parti6 del
arbol de clasificacion del grupo con el fin de obtener el mejor sistema diferencial de

puntuacién.

4*(APLP2n=0)+2*( RRM2n>5)+1*( PRC1c=40)

Con este sistema de puntuacién, el O identificé sélo a los AF, y consiguié separar 44
(54,3%) completamente. En cuanto al resto de puntuaciones, los valores 1, 2 y 4
identificaron a los casos que cumplieron con 1 Unica condicién, los valores 3, 5y 6
identificaron a los casos que cumplieron con 2 de las condiciones, y el valor 7
identificd a aquellos casos que cumplieron con las tres. La puntuacién de 1 no recoge

ningun FTC o FVPTC, el sistema de puntuacién se agrupd en:

Tabla 4.23 Puntuacién de la probabilidad de pertenecer a un grupo.

Puntuacién FVPTC/FTC  AF  Sensibilidad = Especificidad
0-1 Probable AF 0 57 100% 71.3%
2-3 Probable AF o FTC de buen pronéstico 14 11 72% 85%
4-7 Probable FTC de mal pronéstico 36* 12 - -

* en este grupo se clasifican todos los FTC de mal pronéstico.
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Para el objetivo principal de distinguir entre AF y FTC, la sensibilidad de la regla de
puntuacién de los Ultimos dos grupos, es decir, 2 o mds puntos, seria del 100%,

1C95%: [92,9%, 100%)] y la especificidad del 71,3% [60,0%, 80,8%).

5.6 Sistema de puntuacién para las PAAF

Los H-scores de la expresion del grupo de PAAF no tenian una relacién directamente
proporcional con los valores de los TMAs. Las expresiones de RRM2 y PRC1 diferian
segln la muestra fuera del bloque celular de las PAAF o de los TMA. En el caso de las
HNT, tampoco se vio un resultado comparable en estas proteinas. Por lo tanto, se
construyd un modelo basado en las expresiones de RRM2 y PRC1 del arbol de
clasificacién y se elaboré el sistema de puntuaciéon que mejor diferenciaba entre FTC,

AF y HNT en las muestras de PAFF:

1*(PRC1c >20) + 2*(RRM2c <90)
El resultado de la suma de las dos puntuaciones es un valor de 0 a 3 indicativo de la
probabilidad de pertenecer a un grupo (Tabla 4.24). Y en la figura 4.22 se presentan

las imdégenes inmunohistoquimicas de las proteinas utilizadas para el diagndstico

diferencial.

Tabla 4.24 Puntuacién de la probabilidad de pertenecer a un grupo.

Puntuacién FTC AF HNT | Sensibilidad = Especificidad
0 Probable HNT 0 0 2 100% 9.1%
1 Probable HNT 0 0 8 100% 45.5%
2 Probable AF 2 6 1 77% 77.3%
3 Probable FTC 7 3 2
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Figura 4.22 Imdgenes inmunohistoquimicas de PRC1 y RRM2 en PAAF indeterminada. a,

hiperplasia nodular de tiroides RRM2>90; b y ¢, adenoma folicular RRM2<90, PRC1<20%; y
carcinoma folicular RRM2<90, PRC1>20%, (40x).
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SECCION 3

En la tercera seccién, se describen los perfiles de expresién de miRNAs por grupos de
diagndstico y pronéstico. El andlisis segin pronéstico se realizé sélo para el grupo de
los PTCnoFV, debido a que sélo se contaba con 8 casos de FVPTC y 6 FTC. Se
confirmé que existe una diferencia estadisticamente significativa entre buen y mal
prondstico en cuanto a la invasién local (p=0,002) y las metdstasis ganglionares
(p=0,002). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en el didmetro
del tumor (2,5 y 2,7cm, p=0,17) o en la frecuencia de mutaciones en BRAF, que fue

del 62,5% y 60% (p=1), para buen y mal pronéstico, respectivamente.
y

1. Perfiles de expresién diferencial de miRNAs entre el tejido

normal y grupos tumorales, AF, PTCnoFV, FVPTC y FTC

Una vez normalizados y filirados los miRNAs con poca expresion, los 9 tejidos
normales presentes en la serie fueron comparados con los demds grupos de tumores:
AF, PTCnoFV, FVPTC y FTC. El modelo de Neyman proporcioné una serie miRNAs con
expresion diferencial: 133 miRNAs para los AF, 168 miRNAs para los PTCnoFV, 182
miRNAs para los FVPTC y 112 miRNAs para los FTC. Cada serie de miRNAs fue
ordenada segun la magnitud del p valor ajustado, el fold change y la cantidad de

lecturas.

En la tabla 4.25, se presentan los primeros 10 miRNAs de cada subtipo tumoral. En la
tabla 4.26 y en el diagrama de Venn de la figura 4.23, se comparan los perfiles de
expresion de miRNAs exclusivos para cada subtipo analizado, AF, PTCnoFV, FVPTC y
FTC, y los que son comunes a dos o mds grupos. En la seccidon de anexos, se
encuentran las tablas 8.11-8.14 con todos los miRNAs diferencialmente expresados

para cada grupo con un valor de p ajustado, inferior al nivel de significacién, p<0,05.
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Tabla 4.25 Los 10 primeros miRNAs de cada grupo: AF, PTCnoFV, FVPTC y FTC, respecto al

tejido normal*.

AF PTCnoFV FVPTC FTC

miRNA Fold miRNA Fold miRNA Fold miRNA Fold
mirR-200c 1,39 | miR-221 3,95 | miR-423 -1,10 | miR-181b | -1,15
mirR-151b 1,14 | miR-146b | 5,26 | miR-3184 | -1,10 | miR-101 -1,24
mirR-197 -1,25 | miR-222 3,47 | miR-125b 2,17 | miR-199a | -1,40
mirR-941 1,23 | miR-21 2,02 | miR-200c 1,36 | miR-186 -1,18
mirR-1301 1,86 | miR-143 -1,26 | miR-151b 1,47 | miR-199b | -1,57
mirR-182 1,77 | miR-181a 1,01 | miR-125b 2,26 | miR-574 -1,45
mirR-99b 1,60 | miR-197 -1,08 | miR-197 -1,29 | miR-744 -1,51
mirR-128 -1,25 | miR-320b | -1,03 | miR-125a 1,45 | miR-1291 2,68
mirR-199a | -1,22 | miR-375 2,73 | miR-9%9b 1,84 | miR-5701 1,73
mirR-218 -1,76 | miR-34a 2,65 | miR-100 1,91 | miR-345 -1,97

* Fold hace referencia al logaritmo en base 2 del fold change, es decir, la razén de expresién respecto al
tejido normal. Cuando el simbolo es negativo, significa que el miRNA estd sub-expresado.

PTCnFV AF

Figura 4.23 Diagrama de Venn de los miRNAs expresados en cada grupo y sus
interacciones.
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Tabla 4.26 Perfiles de expresion de miRNAs en tumores del epitelio folicular.

Grupos n miRNAs
miR-96, 99b, 101-2, 133b, 197, 200c, 218-1, 224, 320c-1, 320c-2, 365a, 365b,

AF, PTCy FTC = 22
433, 500b, 504, 1301, 1268b, 1268a, 1291, 4732, 5701-1, 5701-2

WDTC 10 | miR-144, 181b-1, 181b-2, 221, 451a, 451b, 486, 548t, 548ae-2 y 4454
Sobre-expresados miR-22, 190a, 765, 874, 941-1, 941-2, 941-3, 941-4, 1343, 1914,
AF 20 | 3928, 4485,y 4775

Sub-expresados miR-92a-2, 218-2, 429, 548c, 548z, 3928, 4516, y 4640
Sobre-expresados miR-21, 29b-1, 33a, 135b, 146b, 147b, 200b, 212, 222, 301b,
375, 508, 509-1, 509-2, 509-3, 513c, 514a-1, 514a-2, 514a-3, 564, 659, 668,
1248, 1908, 3168, 3651, 3690-1, 3690-2, 4442, 4802, 4520a, 4787, 4791, 6503,
PTCnoFV 60 | ylet-7i

Sub-expresados miR-1-1, 1-2, 26b, 30c-1, 30c-2, 126, 139, 145, 152, 192, 195,
320q, 363, 532, 548h-2, 548h-3, 548h-4, 584, 605, 873, 1270-1, 1270-2, 3652,
4664,y 6511b-1

PTCnoFVy 0 Sobre-expresados miR-31y 6723
FTC Sub-expresados miR-28, 30a, 320d-1, 320d-2, 548ay, 577, 1179,y 1287
PTChoFV y Sobre-expresados miR-15a, 29a, 29b-2, 99a, 125a, 125b-1, 125b-2, 181a-1, 181a-2,
By 28 | 187, 449b, 450a-1, 450a-2, 503, 542, 551b, 1226, 2114, 3613, 4709,y 4758
Sub-expresados miR-548aa-1, 548aa-2, 548ad, 548d-1, 548d-2, 1275,y 3127
Sobre-expresados miR-20b, 103a-1, 103a-2, 103b-1, 103b-2, 885, 1227, 1229,
3607,y 3960
FTC 36 | Sub-expresados miR-23b, 26a-1, 26a-2, 130a, 133a-1, 133a-2, 138-1, 138-2, 181c,

186, 205, 296, 328, 345, 376c, 548h-1, 574, 650, 744, 1266, 3157, 3943, 4661,
5189, 5193y 6087

FTCy FVPTC 5 | Sub-expresados miR-9-1, 9-2, 9-3, 323q, y 3154
Sobre-expresados miR-17, 185, 219-1, y 454

FTC y AF 11
Sub-expresados miR-19b-1, 19b-2, 34c, 184, 193b, 455, y 4448
Sobre-expresado miR-3200
FTC, FVPTC y

16 | Sub-expresados miR-34b, 101-1, 214, 223, 381, 494, 1247, 199a-1, 199a-2, 199b,
1249, 3120, 3622a, 3622b, 3934
Sobre-expresados miR-27b, 29c, 30d, 100, 130b, 135a-2, 141, 148b, 194-1, 194-2,
338, 450b, 548e, 628, 3065, 4510
FVPTC 46 | Sub-expresados miR-7-2, 7-3, 10b, 129-1, 193a, 370, 382, 410, 431, 432, 433,
487b, 493, 505, 625, 663a, 675, 1273a, 1273f, 1303, 1304, 3135b, 3159, 4419q,
4430, 4524a, 4524b, 4677, 4685, y 6501

AF

En la tabla estdn los grupos que de miRNAs que son exclusivos para cada grupo WDTC, AF, PTCnoFV,
FVPTC y FTC. Ademds de los que son comunes a dos o mds grupos. Los grupos diagndstico y sus
intersecciones estdn ilustrados en el diagrama de Venn, figura 4.23.
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2. Perfiles de expresién diferencial de miRNAs entre grupos de

diagnéstico.

a. Carcinomas foliculares + FVPTC vs. adenomas foliculares

Se reunieron los 6 FTC y los 8 FVPTC de la serie, y se compararon con los 10 AF. Una

vez normalizados vy filtrados, sélo se identificé al miR-219-1 con expresién diferencial

de acuerdo con el modelo de Neyman.

b. Carcinomas foliculares vs. adenomas foliculares

Se compararon los 6 FTC con los 10 adenomas de la serie y el modelo de Neyman

identificé una serie de 18 miRNAs con expresién diferencial. En esta serie, 17 miRNAs

estdn sub-expresados en los FTC respecto a los AF (Figura 4.24). En la seccién de

anexos se presenta la tabla 8.15 con todos los miRNAs diferencialmente expresados.
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c. Carcinomas papilares de variante no folicular vs. variante folicular

Se compararon los 8 FVPTC y los 35 PTCnoFV de la serie y el modelo de Neyman
identificd una serie de 137 miRNAs con expresién diferencial. Los primeros 15 estdn
sobre-expresados en los PTCnoFV respecto a los FVPTC y se muestran en la figura
4.25. En la seccién de anexos se encuentra la tabla 8.16 con todos los miRNAs

diferencialmente expresados.
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Figura 4.25 Niveles de expresién de miRNAs diferencialmente expresados entre PTCnoFV y
FVPTC.

d. Carcinomas papilares vs. carcinomas foliculares

Se compararon los 35 PTCnoFV con los 6 FTC de la serie y el modelo de Neyman
proporcioné una serie de 140 miRNAs con expresién diferencial. En la figura 4.26, se
muestran los 15 primeros miRNAs de acuerdo con el algoritmo aplicado, y que estdn
sobre-expresados en los PTCnoFV respecto a los FTC. En la seccién de anexos se

encuentra la tabla 8.17 con los miRNAs diferencialmente expresados.
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Figura 4.26 miRNAs diferencialmente expresados entre PTCnoFV y FTC.

3. Perfiles de expresién diferencial de miRNAs entre grupos con

diferente estatus genético (mutacién BRAF'°) y de pronéstico

a. PTC con mutacién vs. PTC sin mutacién

La comparacién de 20 PTC con la mutacién BRAFF con 15 PTC WT sin mutacién
mediante el modelo de Neyman identific6 una serie de 47 miRNAs con expresién
diferencial. En la figura 4.27, se muestran los 15 primeros de acuerdo con el algoritmo
aplicado. En la seccién de anexos se presenta la tabla 8.18 con todos los miRNAs
diferencialmente expresados. La frecuencia de mal pronéstico respecto a la mutacién
BRAF fue de 47,4% en casos con la mutacién BRAF"®® mutados y 50% en tumores sin

mutacidn.
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Figura 4.27 miRNAs diferencialmente expresados entre PTC BRAFY%F y BRAF'T,

b. PTC de mal pronéstico versus PTC de buen pronéstico

La comparacién de los 15 PTC de mal pronéstico con los 16 PTC de buen pronéstico
mediante el modelo de Neyman identific6 una serie de 8 miRNAs con expresién
diferencial. Los ocho miRNAs estaban sub-expresados en los casos de mal pronéstico
(Figura 4.28). La frecuencia de mutacién BRAF* fue de 62,5% en los casos de buen

y del 60% en los de mal prondstico.
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Figura 4.28 miRNAs diferencialmente expresados en PTC segin prondstico.
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5. Discusién



La contribucién mds valiosa de este estudio es haber determinado firmas de expresién
de proteinas en una serie de 313 tumores de tiroides, que no sélo validan la firma
molecular de pronéstico previamente propuesta por el grupo (233), sino que pueden
contribuir a mejorar el diagndstico y a predecir el prondstico evolutivo de los
carcinomas del epitelio folicular tiroideo. Se han identificado ademds, en una serie de
59 tumores de tiroides congelados, grupos de miRNA que muestran una expresién
diferencial entre los tipos de WDTC (PTC y FTC) y el tejido tiroideo normal, asi como
entre varios subtipos histolégicos. En concreto, entre FTC y AF, PTC y FTC, PTC con y

sin mutacion BRAFYt vy entre PTC de buen y mal pronéstico.

De acuerdo con el criterio histoldgico vigente, existen dos grupos de neoplasias en los
tumores del epitelio folicular: benignas (AF), y malignas (PTC y FTC) (23). Sin embargo,
existen lesiones de dificil diagnéstico y prondstico por ser de naturaleza incierta, al no
cumplir los criterios establecidos (235). A pesar de los avances en las técnicas de
inmunohistoquimica y de biologia molecular, encaminados a identificar marcadores
especificos de WDTC, no existen aldn herramientas robustas de diagnéstico y
prondstico que puedan ser utilizadas en la préctica clinica diaria a nivel global.
Indudablemente, las tecnologios de alto rendimiento, como la gendémica y la
proteémica, muy Utiles en la mejora de herramientas de diagnéstico y prondstico en

céncer en general, podrian serlo también en el CT en particular (236).

En este sentido, los perfiles de expresién génica han definido firmas moleculares con
un gran numero de genes implicados en los procesos de tumorogénesis y de
progresion del CT (204,233,237). Igualmente, se han descrito series de miRNAs
caracteristicos de los principales tipos de CT, asi como de grupos de miRNAs
asociados a un mayor riesgo de progresién y cuya expresidon depende tanto de las

caracteristicas clinicas como de las mutaciones primarias (225,232,238-242).
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1. Caracteristicas de la serie general

La serie general estudiada incluye los 313 casos disponibles para validar por IHC la
firma transcripcional previamente publicada por el grupo (Montero-Conde, 2008). Esta
serie corrobora las caracteristicas descritas en otras series en cuanto a frecuencia de
las diferentes variantes de CT, distribucién por sexo, 3 veces mayor en mujeres (23) y
los pardmetros asociados con mal pronéstico, como la edad (superior a 45 afos), la

invasién local, la presencia de metdstasis ganglionares (34), la tiroglobulina positiva y

la presencia de la mutacién BRAF° en los PTC (117).

Los WDTC tienen, en su mayoria, alterada la ruta de las MAPK a través de mutaciones
somdticas en genes clave para su regulaciéon, como BRAF, N-RAS o H-RAS, o
reordenamientos entre el proto-oncogén RET y otros genes no relacionados que se
expresan de forma ubicua en las células foliculares (reordenamientos RET/PTC) (113).
Conocer qué mutacién es la que origina un CT es esencial para su correcta
clasificacién, y para identificar marcadores especificos relacionados con su

comportamiento clinico en fases posteriores.

Existe gran variabilidad en las series publicadas en cuanto a frecuencia de mutaciones,
atribuibles en parte a las diferentes clasificaciones utilizadas en los distintos estudios.

En la serie general de 313 casos, la frecuencia de mutaciones coincide con la

establecida por estudios previos: 27-87% BRAF en los PTC; y 5% BRAF y ~40% NRAS
en los FVPTC (110,123,162,243). Sin embargo, en los FTC y AF, la frecuencia de
mutaciones en los genes NRAS y HRAS observada en la serie general estd por debajo
de las descritas previamente para ambos grupos (2,95). Estas diferencias podrian
atribuirse a las limitaciones de la secuenciacién por Sanger cuando existe

heterogeneidad tumoral, y/o debido al bajo nimero de casos evaluados.

En cuanto a la controvertida asociacién entre la presencia de la mutacién BRAFY® y el
mal prondstico, los resultados del presente estudio, a pesar de no estar disefiado para

ello, coinciden con trabajos previos (115,244). Los tumores con BRAFY estén
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asociados a un alto riesgo de desarrollar un comportamiento més agresivo y tener un
resultado menos favorable a corto y medio plazo. De hecho, la supervivencia libre de
progresion a 5 anos fue del 25% y del 50% en los PTCnoFV con y sin mutacién
BRAFYYE ' respectivamente. Sin embargo, la mutacién BRAF® no es un factor
predictivo independiente de recidiva, ya que la frecuencia de mutacién fue de 52% y

61% en los casos de buen y mal pronéstico, respectivamente, (p=0,3).

2. Proteinas diferencialmente expresadas para diagndstico vy

prediccién del pronéstico

Desde su desarrollo, hace més de 40 afos, el uso de la inmunohistoquimica ha
experimentado un crecimiento espectacular debido al nimero de marcadores
comerciales disponibles, la calidad de los mismos, asi como por la mejora de los
procedimientos técnicos utilizados. Asf, la inmunohistoquimica ha pasado a ser una
técnica de eleccién para validar los resultados de pruebas de alto rendimiento como
los microarrays de cDNA (234). Sin embargo, para su optimizacién, es necesario
conocer las peculiaridades y limitaciones de la técnica para cada tejido a la hora de
interpretar los resultados. En el caso de la tiroides, es necesario tener en cuenta su alto
nivel endégeno de biotina cuando se emplean técnicas de estreptavidina-biotina. Por
este motivo, para la IHQ de este estudio se utilizé Envision™, un polimero de dextrano

que no utiliza biotina.

La firma molecular en la que se basa este estudio tiene 23 genes, de los que solo uno
no codifica una proteina. De las 22 proteinas restantes, fue posible validar los
protocolos de IHQ para 19 de ellas. De modo que, en los 313 casos de la serie
general se utilizaron los 19 anticuerpos comercialmente disponibles. El andlisis
estadistico demostré que un grupo de 6 de las 19 proteinas, esto es PRC1, SIAHT,
RRM2, UBE2C, CEP55, y APLP2, solas o en diferentes combinaciones, eran capaces de

discriminar entre grupos de diagndstico, y entre buen y mal prondstico.
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Los resultados demuestran que los datos de expresiéon génica del microarray estén
correlacionados con los andlisis cuantitativos de la IHC. Cinco de los seis anticuerpos
mostraron el resultado esperado de acuerdo a los datos de expresidon génica.
Solamente SIAH1 mostrd resultados discordantes. En concreto, este gen mostrd sobre-
expresion en los datos del microarray en los casos de buen pronéstico. En el andlisis
inmunohistoquimico, esta proteina estaba sobre-expresada en los tumores de mal

prondstico.

De las 22 proteinas que conformaban la firma molecular inicial, solo BIRC5 y UBE2C
han sido relacionadas previamente con el cdncer de tiroides (245-247). Si bien se
habia sugerido que la expresion de BIRC5 depende del grado de diferenciacién del
tumor y podia diferenciar AF de FTC (245,246), los andlisis de expresién diferencial, y
los modelos de diagnéstico y prediccién del pronéstico del presente estudio indicaron
que BIRC5 no permite diferenciar ni entre grupos de diagnéstico, ni entre un buen y
mal prondstico. En cambio, este estudio permite proponer por primera vez seis
proteinas, cuya evaluacién por técnicas inmunohistoquimicas conduce a la

discriminacién entre subtipos histolégicos, y entre tumores de buen y mal pronéstico.

La proteina UBE2C (ubiquitin — conjugating enzyme E2C), clave para la fase G2/M, se
expresa abundantemente en las fases M y G1, y disminuye en las fases G1 tardia, Sy
G2 del ciclo celular. La expresion de UBE2C se ha asociado al grado de malignidad
del tumor en astrocitomas, y neoplasias de mama, pulmén, ovario, vejiga, linfoma y
tiroides. En el CT, UBE2C estd aumentada en los ATC, y tiene una expresién moderada
en los WDTC (247-255). En la serie general, esta proteina se expresa débilmente en
los WDTC y con una intensidad moderada en los ATC y PDTC, confirmando los
hallazgos anteriormente mencionados. Sin embargo, existe una diferencia significativa
entre los casos de buen y mal pronéstico. De hecho, en el grupo de FVPTC su
expresion en los casos de buen pronéstico es nula (H-score>0), convirtiéndose asi en

la proteina més importante asociada al pronéstico en este subtipo, con una

sensibilidad del 100% y una especificidad de 77.8%.
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La proteina CEP55 (centrosomal protein 55 kDa) (C100r3) ayuda a la célula a salir de
lo mitosis y citocinesis. Los niveles de esta proteina estdn elevados en un amplia
variedad de cdnceres, como el colorectal, estbmago, pulmédn, pdncreas,
hepatocelular, mama y en la progresién de carcinomas escamosos en cabeza y cuello,
pero no habia sido descrita previamente en el cdncer de tiroides (256-261). CEP55
promueve la proliferacién, migracién e invasién celular, de modo que su expresién se
asocia a mal prondstico. (262,263). La transformacién mediada en parte por la via de
sefializaciéon de PI3K/AKT, es la mds importante en desarrollo y progresién de los FTC.
De hecho, para el grupo de los FTC, CEP55 fue la proteina mds importante, ya que
individualmente con un H-score>80 discrimind casos con mal y buen prondstico con
una sensibilidad y una especificidad del 100%. De este modo, CEP55 podria resultar
ser no sélo un marcador de mal pronéstico, sino también una posible diana

terapéutica para mejorar el tratamiento de este subtipo de tumores.

La proteina PCR1 (protein regulador of citokinesis 1) estd involucrada en la citocinesis
(260,264,265). Su expresién aumenta marcadamente durante la fase S y G2/M del
ciclo celular, y cae draméticamente después de que la célula salga de la fase de
mitosis y entre en G1. Se sobre-expresa en cdncer de mama, colon, células grandes de
pulmén, pdncreas y colangiocarcinoma, pero no en células normales (266), y su
transcripcién es suprimida por p53 (267). Hasta la fecha no se habia descrito su
expresion en CT. Dado que desempefia un papel esencial en la unién de las dos
mitades del huso y la formacién de la zona media durante la citocinesis (268), no
sorprende que en este estudio PRC1 contribuya en los modelos de diagnéstico a
discriminar carcinomas de adenomas, y en los modelos de prondstico a diferenciar

entre los que tienen un buen pronéstico y los que no.

APLP2 (amyloid beta (A4) precursor-like proteina 2) es una proteina relacionada con
las moléculas de clase | del complejo mayor de histocompatibilidad (269), que
participa en la transmisién neuromuscular, el aprendizaje espacial y la plasticidad
sinéptica, y que ha sido implicada en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer

(270). APLP2 promueve la proliferacién celular en el cdncer de pdancreas, y estd sub-
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expresada en tfumores neuroendrinos de estémago y pulmén (271,272). Si bien no se
ha asociado al cancer de tiroides, APP (Amyloid precursor protein), un miembro de esta
familia, actéa como un factor de crecimiento autocrino en células del epitelio folicular
(273). En la firma molecular de genes con valor prondstico, APLP2 estaba sub-
expresado en los tumores de mal prondstico. En este estudio, si bien la expresién fue
similar entre los casos de buen y mal pronéstico, la expresién nuclear fue
significativamente mayor en los AF. De hecho, la expresién de APLP2 fue la variable

mds importante para diferenciar los AF de los tumores con un patrén de crecimiento

folicular (FTC y FVPTC).

La proteina RRM2 (ribonucleotide reductase M2 polypeptide) es la subunidad pequefa
de la ribonucledtido reductasa, un complejo enzimdtico esencial para la produccién y
el mantenimiento de los niveles de desoxiribonucledsidos trifosfato (dNTPs) esenciales
para la sintesis del DNA. La sintesis de DNA y la proliferaciéon celular estédn controladas
durante el ciclo celular por la sintesis y degradacién de la subunidad RRM2 (274,275).
La sobreexpresidon de RRM2 se ha descrito en cdncer de  eséfago, y estémago (276), y
aumenta el potencial invasivo y de metdstasis en el cdncer de colon (275). De este
modo, una alta expresién de RRM2 en el CT podria constituir también un marcador de
malignidad. De hecho, en esta serie, RRM2 no solo es parte de modelos para
identificar un mal pronéstico, sino que en los modelos diagndsticos contribuye en la

identificacién de carcinomas foliculares.

La proteina SIAH1 (seven in absentia homolog 1) es una ligasa E3 involucrada en la
ubiquitinizacién y degradacién de proteinas especificas por parte del proteosoma.
SIAH1 fue inicialmente identificado como gen supresor tumoral (277). La expresién de
SIAH1 también se ha asociado a crecimiento tumoral y metdstasis. De hecho, en varios
tipos de cdncer como pdncreas, nasofaringeo y mama, se la ha propuesto como una
nueva diana terapéutica debido a su papel central como inhibidor de vias oncogénicas
y angiogénicas, Ras, HIF-1a/VEGF, WNT, estrogenos, y también dafio del DNA, entre
otras (278-281).
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En este estudio, SIAH1 fue importante en los modelos de pronéstico en los PTC. Sin
embargo, existe una discordancia importante, ya que el gen estd sobre-expresado en
los tumores de buen prondstico mientras que la proteina estd sobre-expresada en los
de mal prondstico. Como se ha mencionado antes, también se ha descrito la sobre-
expresion de esta proteina en otros carcinomas. De modo que, los resultados de esta
serie sugieren que SIAH1 podria tener valor como marcador de malignidad en los PTC.
Esta proteina no ha sido descrita anteriormente en céncer de tiroides. Por lo tanto,
constituye una importante contribucidon de este trabajo, que requiere tanto su
validacién en ofra serie como la realizacién de estudios funcionales para dilucidar su

posible utilizacién como diana terapéutica en CT.

3. Firmas de expresién de proteinas para mejorar el diagnéstico de

los carcinomas del epitelio folicular tiroideo

Mejorar el diagnéstico puede no sdlo maximizar los efectos beneficiosos de una
terapia agresiva, sino que también puede minimizar posibles complicaciones y efectos
secundarios en los pacientes con bajo riesgo. El test molecular (Afirma® Gene
Expression Classifier) identifica los nédulos benignos en las PAAF indeterminadas con
una sensibilidad de 92% y una especificidad de 52% (45). La utilizacién de este test
lograria disminuir las cirugias hasta en un 74%, con un ahorro global de $1,453
(1.070€) por paciente y un escaso 0,07 QALY (afio de vida ajustado por calidad). Sin
embargo, la proporcién de nédulos malignos que se dejan de tratar no varia, 1,4%
nddulos malignos perdidos con las técnicas de diagndstico actuales y 1,4% perdidos
con el uso del test molecular. Teniendo en cuenta que el coste del test es de $3,200
(2.355€), la obtencién de marcadores que tengan una sensibilidad similar, tendria una
ventaja econdmica mucho mayor, ya que el coste de una determinacién
inmunohistoquimica es de 30€ aproximadamente (282). Por lo tanto, existe una
necesidad de realizar estudios como el presente, que identifiquen marcadores que

puedan ser utilizados en la prdctica clinica diaria.

129



Para diferenciar los AF de tumores que tienen un patrén de crecimiento folicular (FTC y
FVPTC), la expresién de APLP2 fue la variable que mayor peso tuvo en la construccién
del modelo. Tanto en los darboles de clasificacién (APLP2n=0, RRM2n>5, PRC1c=40,
SIAHIn<5,  APLP2¢c<105), como en los  sistemas de  puntuacién
(4*APLP2n=0+2*RRM2n>5+1*PRC1c=40), la sensibilidad fue del 100% y la
especificidad de 98.8% y 71.3%, respectivamente. Ademds, estos dos modelos se
aplicaron a la serie de tumores benignos (HNT) y obtuvieron una especificidad de
94.8% y 94.9% respectivamente. Estos resultados indican que seria un modelo
excelente para el diagndstico diferencial en tumores resecados. Sin embargo, debido a
que la expresién proteinica en los tumores y en las PAAF no fue comparable, se
construyd un modelo diferente de acuerdo a las proteinas que mejor diferencian estos

grupos.

En la serie de PAAF, para diferenciar entre los FTC, AF y HNT, se disefid un modelo
constituido por el H-score de RRM2, y el porcentaje de las células positivas para PRCT.
En el 4rbol de clasificacién, este modelo permitié separar la serie de PAAF constituida
por carcinomas, adenomas e hiperplasias con sensibilidades de 72.7%, 77.8% vy

81.8% y especificidades de 83.3%, 86.4% y 94.4%, respectivamente.

En los sistemas de puntuacién en que se agruparon los AF y las HNT (tumores
benignos), la sensibilidad fue del 100% y la especificidad de 45.5%. Es un modelo
interesante que diferencia claramente entre los tumores malignos (FTC) y los tumores
benignos (AF y HNT). Seria imprescindible validar estos modelos en una serie mds
grande de PAAF. Especificamente, la identificacién de las HNT tienen una excelente

sensibilidad y especificidad, mejorando incluso las descritas en la literatura (45).
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4. Firmas de expresién de proteinas para predecir el pronéstico de

los carcinomas del epitelio folicular tiroideo

La utilidad de la mutacién BRAFYF para el pronéstico de los PTC ha sido analizada
en muchos estudios con resultados controvertidos, y es una cuestién que ain no estd
completamente resuelta. En algunos de ellos, se ha descrito que pacientes con tumores
BRAFY%t tienen mayor riesgo de un comportamiento agresivo, y con resultados del
tratamiento menos favorables a corto y medio plazo (244). Sin embargo, la mutacién
BRAFY%E no es un factor predictivo independiente y, por lo tanto, algunos autores no
aconsejan su uso como un marcador de prondstico en la prdctica clinica

(172,244,283).

El grupo de los PTC fue analizado exhaustivamente, atendiendo al diferente
comportamiento biolégico asociado a sus distintas variantes histolégicas y a su estatus
genético. Por lo tanto, se dividié el grupo en: a) todos los PTC, b) los PTC excluyendo
la variante folicular (PTCnoFV), ¢) los PTCnoFV con mutacién BRAF™E, d) los
PTCnoFV sin BRAF°®*y e) los FVPTC, y se aplicaron drboles de clasificacion seguidos
de sistemas de puntuacién para obtener modelos éptimos que discriminasen buen y

mal pronéstico.

En los modelos de prondstico identificados para cada subgrupo (PTC, PTCnoFV,
PTCnoFV con mutacién BRAF® y PTCnoFV sin mutacién BRAF") las variables
utilizadas fueron muy similares. Sin embargo, la sensibilidad y especificidad mejoraron
con el fraccionamiento del grupo de PTC, corroborando que cada subtipo histolégico
o subgrupo con caracteristicas genéticas similares tienen un comportamiento biolégico

diferente.
También se examiné la importancia de diferentes caracteristicas clinicas (metdstasis a

distancia, el tamafo del tumor y la edad) a la hora de mejorar la capacidad predictiva

de los modelos. Sin embargo, el hecho de incluir tanto las metdstasis como el tamafo

131



del tumor reducia la sensibilidad y especificidad. Contrariamente, la edad avanzada

demostré ser el factor més importante para un pronéstico desfavorable (284).

Es importante tener en cuenta, que en los drboles de clasificacién, no todas las
proteinas utilizadas son Utiles para la clasificaciéon de todos los pacientes. De modo
que utilizar un panel completo de anticuerpos basados en estos modelos implica un
mayor coste en términos econdmicos o de tiempo, debido a que la evaluacién de
algunos anticuerpos no serfa necesaria, o implicaria esperar el resultado de expresién
de una proteina para hacer la siguiente. No obstante, los drboles de clasificacién
definieron las proteinas mds importantes para diferenciar cada grupo, y de acuerdo a
lo identificacién de proteinas importantes para cada grupo, se construyeron los
sistemas de puntuacién. Estos modelos permiten utilizar el poder de discriminacién de
cada anticuerpo, disminuyen el nimero de anticuerpos necesarios para clasificar cada
grupo, incorporan variables clinicas y permiten obtener medidas de sensibilidad,

especificidad y tasa de supervivencia para cada grupo de puntuacién.

La principal limitacién encontrada en este estudio fue la imposibilidad de reunir una
serie adicional con la suficiente potencia estadistica para validar los modelos
construidos en base a la expresion de las proteinas seleccionadas para mejorar el
diagndstico y predecir el pronéstico de los carcinomas del epitelio folicular
tiroideo. Por tanto, serd necesaria su validacién en una serie independiente en el

futuro.

5. ldentificacién de grupos de miRNAs diferencialmente expresados

Los miRNAs estdn involucrados en una serie de acciones criticas en numerosos
procesos biolégicos como la proliferacién celular, la diferenciacién y la apoptosis, ya
que controlan el 60% de los genes que codifican proteinas esenciales en los procesos
biolégicos (285). De este modo, las alteraciones en su expresién estédn asociadas con

el desarrollo tumoral, y los trastornos metabélicos, cardiovasculares y neurolégicos
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(286-288). Ademdés, cada miRNA puede tener mds de 100 dianas, y puede actuar
como supresor de tumor reprimiendo la traduccién de un oncogén, o actuar como un
oncogén reprimiendo la traduccién de genes supresores de tumor (289,290). Por lo
tanto, las medidas de su expresién alterada podrian ser Utiles como marcadores de

subtipo histolégico, estadio de diferenciacién, diagnéstico y prondstico.

Una herramienta 0til para el estudio de miRNAs ha sido el reciente desarrollo de la
secuenciacién de alto rendimiento, utilizando técnicas de secuenciacién de nueva
generacién como el RNA-seq. La corta longitud de lectura de los miRNAs los hace
especialmente adecuados para cuantificar los niveles de expresion de miRNAs
comparada con los microarrays, que tienen mds ruido de fondo debido a hibridaciones
cruzadas (291). Ademds, comparada con la gPCR, hasta ahora la mejor técnica para
cuantificar transcripcién, o los microarrays, cuyo disefio se restringe sélo a los miRNAs
descritos en las bases de datos, la secuenciacién de alto rendimiento ofrece por
primera vez una aproximaciéon gendmica ya que identifica todos los miRNAs presentes

en la muestra (292).

Actualmente, existen muy pocos estudios en los que se aplique la tecnologia de RNA-
seq para identificar y cuantificar perfiles de miRNAs en los WDTC (293,294). No
obstante, durante los Ultimos afios, el uso de las tecnologias de microarrays y gPCR ha
permitido obtener perfiles de miRNAS caracteristicos de los diferentes tipos histolégicos
de tumores tiroideos. Si bien estos miRNAs probablemente participan en el desarrollo

de neoplasias derivadas de las células del epitelio folicular, su contribucién a la

patogenia del tumor es aln incierta (225,232,238,239,241,242,295).

En esta tesis doctoral, se identificaron series de miRNAs desregulados en los diferentes
subtipos tumorales de céncer tiroideo utilizando RNA-seq. Estos hallazgos confirman,
muchos de los miRNAs descritos en la literatura. Sin embargo, la aportacién mds
valiosa es que se han identificado nuevos miRNAs, diferencialmente expresados en los

subtipos tumorales analizados, y que se asocian significativamente con la severidad de
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la tumorogénesis y de la progresion del CT. Indudablemente, estos resultados pueden

contribuir a mejorar el conocimiento de la biologia de la patologia tiroidea.

6. Identificacién de grupos de miRNAs especificos de cada tipo

histolégico

En los AF, se confirmé la sub-expresién previamente descrita de miR-31, 130a, 193b,
197, 19%9a, 199b, 218, 223, 328, 429, 455, 494 (238,240), y la sobre-expresién de
200c, 34a, 96, 182, 221 y 224 en comparacién al TN (225,238). Sin embargo,
algunos miRNAs presentaron una expresién diferente a la descrita, especificamente la
sobre-expresion de miR-20a y 943, y la sub-expresién de 136, 181b y 345 (238). De
hecho no es extrafo encontrar este tipo de discordancias en la literatura, y
posteriormente se discutird este punto, dado que no es exclusivo de este tipo

histolégico.

En estudios en una serie de PTC, FTC y ATC, la sub-expresién de miR-218-2 y su gen
diana SLIT3 se asocié a invasién y progresién del CT y, ademds, a la proliferacién de
tumores benignos HNT y AF (296). En concordancia con el estudio de Guan et al., la
sub-expresion de miR-218-2, caracteristica de los AF en este estudio, podria
considerarse un punto a favor de la teoria de la transformacién maligna de algunos AF
a FTC, (2,96). De hecho, este miRNA esta sub-expresado en todos los tumores, tiene
una diferencia estadisticamente significativa respecto al TN en los PTC, y una tendencia
marcada a la sub-expresiéon en los 6 FTC y 8 FVPTC, aunque no llega a ser
significativa, posiblemente debido al bajo nimero de casos. De hecho, la expresién de
miR-218-2 es similar en AF y FTC (35,2 y 44,2 lecturas normalizadas por millén,

respectivamente).

En los FTC, se confirmé la sub-expresiéon de miR-9, 31, 34b, 101, 130a, 138, 144,
181c, 193b, 199a, 199b, 205, 218, 223, 451, 455, 486, 574, y 855, y la sobre-
expresion de miR-96, 221 y 224 (225,232,238,240,297-299). A diferencia de lo
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descrito previamente, en este estudio observamos en FTC una sobre-expresién de miR-
17 y 20q, y sub-expresién de miR-345 (238,240). Este hecho también fue observado
en el grupo de los AF respecto al tejido normal. El miR-199a sub-expresado en FTC en

este estudio, también ha sido descrito en PTC como un supresor de tumor (300).

En los FVPTC, se confirmé la sub-expresién de miR-7, 197, 199a, -199b, y la sobre-
expresion de miR-34a, 141, 182 y 221 (238). Sin embargo, no se pudo confirmar la
sub-expresion de miR-99a, 125a, 136, 191 y 494 (301). Ademds, se observé una
sobre-expresiéon del miR-100 entre los tumores pertenecientes a este subgrupo, a
diferencia de lo descrito en un estudio previo (238). Este microRNA ha sido descrito
sobre-expresado en FTC, en cuyas células promueve la transicién de la fase G1 a S del
ciclo celular (302). Es probable que en FVPTC tenga el mismo papel relacionado con

progresion del ciclo celular.

En los PTC, se confirma la sobre-expresiéon descrita en otros estudios de miR-21, 31,
34a, 125b, 146b, 181a, 181b, 182, 187, 196a, 221, 222, 224, y 375 respecto al
TN (222-225,231,242,303-307). También se encuentra sub-expresién de miR-26
101, 126, 363, 486 (304,306,308,309). La sobre-expresién de miR-146b, notable en
los PTC, estd descrita como un marcador diagnéstico, ademés de tener un papel
importante en la proliferacién celular y la invasion (310). Una de sus dianas es SMAD4
(SMAD family member 4), un importante miembro de la via de sefalizacién de TGF-8
(311). Otros miRNAs previamente descritos y asociados a PTC son miR-221y 222,
cuya sobre-expresién induce PTC en lineas de células foliculares a través de la
regulacién negativa de p27, que a su vez induce progresién del ciclo celular (229).
También cabe destacar el miR-34a, cuya sobre-expresién dirige la activacion de la via
de sefalizacion de PI3K/Akt/Bad en células de PTC mediante la regulacion de GAST
(Growth arrest specific 1) (307). Por Gltimo, el miR-26a, cuya sub-expresién en PTC
regula directamente a la ciclina B1, ciclina A, bcl-xl y AKt mediante CKS2, uno de sus
genes diana (309), y el miR-126, comUnmente sub-expresado en céncer, y que induce

proliferacién, migracién e invasiéon a través de la induccidon de la expresion de

oncogenes como Bcl2, KRAS o MERTK (308).
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La confirmacién de miRNAs ya descritos en la literatura sugiere que dichos miRNAs
tienen un papel importante como factores clave en el desarrollo y progresion de los
diferentes subtipos de carcinomas del epitelio folicular tiroideo. De hecho, es
interesante analizar el trabajo de Swierniak et al. 2013, que es el Unico estudio previo
a éste basado en secuenciacién. Primero, es importante tener en cuenta que su serie
estuvo constituida sélo por 14 PTC y 14 TN. Ademds, no especificaba las variantes
histolégicas, por lo que se asume que todos ellos eran cPTC. Como en esta tesis, los
autores identificaron un perfil de miRNAs especifico de PTC al compararlo con tejido
normal (293). Tanto en aquel trabajo como en el presente estudio se confirma que la
desregulacion de miRNAs es importante en los PTC, asi como en otros tipos

histolégicos, por su implicacién en la tumorogénesis, (Figura 5.1).

Swierniak PTCnoFV

166

[N

FVPTC

Figura 5.1 Diagrama de Venn comparando la expresiéon diferencial de los miRNAs
significativos en la serie de PTC de Swierniak y en los grupos PTCnoFV y FVPTC de este
estudio, respecto al tejido normal.

El hecho que en este estudio se hayan identificado miRNAs ya descritos utilizando
microarrays asi como RNA-seq sirve como una validacién externa de los datos, que
dan fiabilidad y solidez a los hallazgos. Una aportacién valiosa de la serie analizada
en esta tesis ha sido la identificacién de miRNAs no descritos previamente como
asociados al CT. Entre ellos, los que mostraron mayor significacién estadistica fueron

miR-143, 320, 423, 532 y 3184. El estudio en profundidad de sus dianas bioldgicas
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podria ser Util para resolver cuestiones aldn controvertidas en el diagnéstico y

tratamiento del CT.

El diagrama de Venn de la figura 5.1 permite identificar listas de miRNAs especificas
de PTCnoFV (41/168) y de FVPTC (48/182), que coinciden con los descritos por
Swierniak. Este estudio ha discriminado por subtipos histolégicos, con listas de
microRNAs especificas para FVPTC y PTCnoFV, corroborando estudios genéticos y
clinicos que demuestran que la FVPTC se comporta de una manera diferente a las

demds variantes histolégicas de los PTC.

7. Perfil diferencial de miRNAs entre carcinomas y adenomas

foliculares

De acuerdo con los datos previamente publicados, la sobre-expresion de miR-7, 100,
125b, 138, 144, 146a, 146b, 187, 192, 197, 200b, 221, 222, 346 y 768, y la sub-
expresion de miR-155 y 328 discriminan entre lesiones benignas (FA) y malignas (FTC),
(232,238,239,294).

Si bien en este estudio se identificé la sub-expresidon de miR-138 asociada a FTC, la
comparacién de FTC versus AF solo permitié confirmar la sub-expresién de miR-328
en FTC (238). Este miRNA regula genes involucrados en la proliferacién y la apoptosis.
En el estudio realizado por Keutgen, el miR-328 formaba parte de un panel de 4
miRNAs que diferenciaba entre lesiones malignas y benignas clasificadas como
indeterminadas por PAAF, aunque no especificaba si estaba sobre o sub-expresado en

FTC (312).

Por otro lado, este estudio permitié identificar una serie compuesta por 13 microRNAs
(miR-345, 6087, 186, 744, 577, 491, 3157, 548ae, 548ay, 548ap,1287, 1306,
3960) todos sub-expresados, excepto miR-3960. Si bien ninguno de, ellos ha sido
descrito en CT, la desregulacién de miR-186, 577, 491, 1287 y 744 han sido
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referidos en otros tipos de cdncer, como eséfago, boca, pulmén, glioblastoma, ovario,
pdncreas e higado, en los cuales, la sub-expresién de alguno de estos miRNAs
promueve proliferacién celular, migracién e invasién a través de genes diana como
ROCKT (Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase 1), GIT1 (G-protein-
coupled receptor kinase-interacting protein 1), MMP-2/9 (Matrix metalloprateinase
2/9), Bcl-XL (B cell lymphoma-extra large), TP53 (Tumor protein 53), TGF-B]
(Transforming growth factor betal), entre otros (313-319). La sub-expresion de estos
miRNAs en los FTC sugieren una activacién de los procesos implicados en la
carcinogénesis, lo cual explicaria la expresién diferencial entre los FTC y los AF.
Merece la pena destacar que el hecho de disponer de un bajo nimero de FTC puede
restar solidez a los resultados. Por tanto, son necesarios estudios basados en series mds

amplias que confirmen estos hallazgos.

AUn cuando se necesitan mds estudios, una lista de microRNAs bien definidos tendria
una utilidad inmediata en el diagnéstico diferencial de tumores de histologia incierta, o
en la discriminacién entre tumores benignos y malignos (297). Sin embargo, los datos
contradictorios sobre algunos miRNAs, como miR-197, 181b y 328, complica en parte
su aplicacién a la clinica (225,232,238). Las discrepancias podrian explicarse por
diferencias en los siguientes aspectos: a) técnica utilizada para la cuantificacién,
microarrays, RT-PCR & RNA-seq; b) tipos de muestra, tejido congelado o tumores
embebidos en parafina; c) la extraccién del RNA de secciones completas del tumor o la
utilizacién de micro-diseccién de dreas especificamente seleccionadas para el

andlisis.

8. Perfil diferencial de miRNAs para PTC con o sin mutacién

BRAFVéOOE

FYé% es la mds prevalente entre los PTCs.

Como ya se ha mencionado, la mutaciéon BRA
De hecho, algunas series describen que hasta el 75% de los casos muestran esta

alteracién. Datos gendmicos previos, como andlisis de perfiles de metilacion o de
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expresion génica, han demostrado un efecto evidente de la mutacién primaria sobre el
perfil de expresién global que muestra el tumor. Con estos antecedentes, seria
esperable que la mutacién BRAF® también afectase de forma significativa la
expresion de microRNAs, hecho que se confirma en algunos estudios (320,321). Sin

FY9% no parece influir en la expresién

embargo, ofros estudios han mostrado que BRA
de miRNAs en PTCs, incluido el estudio de Swierniak, realizado con la misma

metodologia que la que aqui se ha expuesto (225,231,293).

En el presente estudio, un 57% de los PTC eran BRAF"*°, y se identificaron 47 miRNAs
expresados diferencialmente entre los PTC BRAF'* y BRAF"T, confirmando la sobre-
expresion descrita de miR-203 y 221 en los PTC BRAF'%F (320,321). Ademds, el
presente estudio permitié identificar una serie adicional de 21 microRNAs, miR-29q,
3760, 1323, 411, 654, 485, 381, 133b, 377, 432, 873, 483, 365a, 1285, 940,
410, 301b, 758, 2114, 1910, y 3928, no descritos previamente en asociacién al CT.
Los miR-3928, 654, 2114 y 1910 no han sido descritos en ningin cdncer. Todos los
demds miRNAs han sido asociados a diferentes tipos de cdncer como pulmén,
préstata, rindn, glioblastoma, pdncreas, o mama, (322-327). Estos microRNAs tienen
dianas como Spl (Specific protein 1), TP63 (Tumor protein 63), o TGM2
(Transglumatinase 2), que promueven proliferaciéon, migracién, invasién, o resistencia
a medicamentos. Seria importante validar su expresién diferencial en los PTC con y sin
la mutaciéon BRAF%, y llevar a cabo ensayos funcionales que permitan evaluar el
efecto, tanto de su sobre-expresién como de su inhibicién, sobre los procesos

bioldgicos.

9. miRNAs asociados a papilares con buen y mal pronéstico

En general, los PTC tienen un comportamiento favorable, aunque algunos tumores
recidivan y originan metdstasis a distancia (328). El comportamiento agresivo de los
PTC es dificil de predecir y no hay concordancia entre los diferentes estudios realizados

hasta ahora (113,116,119). Sin embargo, varios miRNAs han sido descritos como
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desregulados en los PTC de mal pronéstico, como los miR-146b, 221, 222, 31, 1301,
150, 21, 1271, 20a, 551b, 503 y 224, sobre-expresados (242,303,329-334), y miR-
1, 1275, 3173 sub-expresados.

Si bien en este estudio todos los miRNAs mencionados en el pdérrafo anterior fueron
identificados solo en PTC respecto al TN, ninguno se expresé diferencialmente entre
PTC de buen y mal pronéstico. Sin embargo, se identificé la sub-expresion de miR-7 en
los PTC de mal prondéstico. Este miRNA es un supresor de tumor, cuya sub-expresién se
ha asociado al desarrollo de cdncer y metdstasis (335). Ademds de mir-7, este estudio
identificé 4 nuevos miRNAs (miR-3529, 204, 1233, 5701) no descritos previamente en
asociacion al CT. La sub-expresiéon de miR-204 ha sido asociada a mal pronéstico en
los carcinomas nasofaringeo, renal y endometrio. Sus dianas CDC42 (cell divisién
cycle 42), MAPTLC3B (Microtubule-associated protein 1 ligth chain 3 beta), NTRK2
(Neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 2), promueven proliferacién, invasién y
metéstasis. Los otros 3 miRNAs no han sido asociados a mal pronéstico. De hecho,
miR-1233 es un marcador de diagnéstico en suero de pacientes con carcinoma renal
(336-339), miR-3529 solo ha sido identificado en ovejas, y miR-5701 no tiene
ninguna enfrada en PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov). Seria importante definir el gen

diana del miR-204 en CT y su implicacién en el mal pronéstico de los PTC.

En resumen, en este estudio se han utilizado técnicas de uso rutinario en un contexto
clinico, como la inmunohistoquimica, y una tecnologia mds reciente, como la
secuenciacién de nueva generacién, sobre dos series de carcinomas del epitelio
folicular tiroideo. Como resultado destacamos el haber identificado marcadores
inmunohistoquimicos con capacidad de discriminacién entre subtipos histoldgicos del
epitelio folicular, y entre los carcinomas papilares de buen y mal pronéstico. Asimismo,
se han confirmando algunos de los miRNAs previamente descritos, y se han
encontrado nuevos miRNAs relacionados con diferentes tipos de carcinomas del
epitelio folicular. Ademds, se han descrito perfiles de miRNAs relacionados con el
diagndstico diferencial entre AF y FTC, con la presencia o ausencia de la mutacién

BRAF'%F en los carcinomas papilares, y entre grupos de buen y mal pronéstico.
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La aplicacién de las firma de proteina identificada en este estudio en la préctica
clinica, podria permitir a los clinicos tener un diagnéstico més preciso en los nédulos
indeterminados, disminuyendo asi el ndmero cirugias. Ademds, utilizando tanto los
modelos inmunohistoquimicos como los perfiles de expresién de miRNAs asociados a
mal pronéstico, se podrian identificar al diagnéstico aquellos casos con potencial mala
evolucién. Esto podria conllevar una mejora en la calidad de vida de los pacientes
gracias a un seguimiento clinico més estrecho y abriria una puerta hacia una terapia
personalizada. Para ello, serfia imprescindible validar estos resultados en series con un

numero de casos suficientes para alcanzar una potencia estadistica adecuada.
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6. Conclusiones



1. La inmunohistoquimica es una herramienta Gtil para validar la posible utilidad de
genes identificados mediante microarrays de DNA en carcinomas del epitelio folicular
tiroideo.

FV600F astdn

2. De acuerdo a los datos observados en este estudio, los tumores con BRA
asociados a un alto riesgo de desarrollar comportamiento més agresivo. Sin embargo,

la mutaciéon BRAFYYF no es un factor predictivo independiente de recidiva.

3. Se han definido perfiles de expresién diferencial de proteinas para los carcinomas
papilares y sus subgrupos (carcinomas papilares de variante folicular, y carcinomas

FVéOOE)

papilares de variante no folicular con y sin mutacién BRA que mediante un

sistema de puntuacién permiten predecir el prondstico de estos tumores.

4. La expresiéon de la proteina CEP55 tiene una notable capacidad de discriminacién

entre los carcinomas foliculares de buen y mal pronéstico, alcanzando una sensibilidad

y especificidad del 100%.

5. Los carcinomas foliculares y carcinomas papilares de variante folicular pueden ser
diferenciados de  los  adenomas  foliculares  mediante el  modelo
4*(APLP2n=0)+2*(RRm2n>5)+1*(PRC1c=40). Para muestras provenientes de PAAF
el modelo que discrimina ambos subtipos fue 1*(PRC1c)+2*(RRM2n<90).

6. La sub-expresion de los miRNAs miR-186, 577, 491, 1287 y 744 permite
discriminar los carcinomas foliculares de los adenomas foliculares. Probablemente,
este hecho sea debido a que sus genes diana son ROCKI, GIT1, MMP-2/9, Bcl-XL,
TP53, o TGF-pI, cuya desregulacién se ve implicada en la activacién de la

proliferacién celular, migracién e invasion.
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7. Los carcinomas papilares de mal prondstico mostraron sub-expresion de miR-204.
Probablemente, este hecho sea debido a que sus genes diana son CDC42, MAPT1LC3B
o NTRK2, cuya desregulacién se ve implicada en la activacién de la  proliferacion

celular, migraciéon e invasién.

8. Se ha definido un perfil de miRNAs (miR-29a, 376a, 1323, 411, 485, 381, 133b,
377, 432, 873, 483, 365a, 1285, 940, 410, 301b, y 758) cuya sub-expresién esta
implicada en procesos de proliferacién celular, migracién e invasién a través de la
regulacién de genes diana como Spl, TP63 y TGM2 vy que se expresan de manera

diferencial entre los carcinomas papilares con y sin BRAFY¢F,
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8. Anexos



Tabla 8.1 Datos clinicos de la serie general.

Caso Pron Diag BRAF NRAS HRAS Sexo TCir DiamT | Ttol |Recid
A0O ATC V600E N/A N/A Hombre

AO1 PDTC XXX XXX XXX Mujer Total 5,00 |Si Si
A02 Bueno FTCMI N/A XXX XXX Hombre Total 2,50 Si No
AO3 Malo FTCMI N/A XXX XXX Mujer Total 2,50 |Si Si
AO4 Bueno FTCMI N/A XXX XXX Mujer Subtotal 5,00 |Si No
AO5 Bueno FTCMI N/A XXX XXX Mujer Subtotal 5,00 |[Si No
A06 Bueno FVPTC XXX XXX XXX Hombre Total 550 |Si No
AO07 Bueno FVPTC XXX 2Q61R?2 XXX Mujer Total 3,00 Si No
A08 PDTC XXX XXX XXX Mujer Total 3,70 Si Si
A09 Bueno FTCAI N/A XXX XXX Mujer Total 2,20 |Si No
A10 Malo FTCAI N/A XXX XXX Mujer Total 8,50 |Si Si
Al1l Bueno OVFTC N/A XXX XXX Mujer Total 1,70 Si No
Al12 Bueno FTCMI N/A XXX XXX Hombre Total 7,00 Si No
A13 PDTC XXX XXX XXX Hombre Total 8,00 Si Si
Al4 Bueno OVFTC N/A XXX Hombre Total 5,00 |Si No
Al5 Malo FTCMI N/A Q61R XXX Mujer Total 3,00 |Si Si
Alé ATC XXX XXX Q61R Mujer Subtotal 8,50 No Si
A17 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 3,50 |Si No
A18 Bueno cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 2,00 Si No
A19 Bueno cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 5,00 |Si No
A20 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 3,00 |[Si No
A21 Bueno DSPTC V600E N/A N/A Mujer Total 2,50 | Si No
A22 Bueno FVPTC XXX XXX XXX Mujer Total 3,20 Si No
A23 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 2,20 Si No
A24 Malo cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 3,00 |Si Si
A25 Bueno FVPTC XXX XXX XXX Mujer Total 1,70 si No
A26 Bueno cPTC V600E N/A N/A Hombre Total 3,00 |[Si No
A27 Bueno cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 3,50 |Si No
A28 Malo cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 1,70 |Si Si
A29 PDTC V600E N/A N/A Hombre Subtotal 4,00 No Si
A30 Malo TCPTC V600E N/A N/A Hombre Total 5,00 |Si Si
A31 Malo cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 2,00 |si Si
A32 Bueno cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 1,50 Si No
A33 Malo cPTC V600E | N/A N/A Mujer Total 3,80 |Si Si
A34 Bueno FVPTC XXX XXX XXX Mujer Total 3,00 |[Si No
A35 Malo cPTC V600E | N/A N/A Mujer Total 5,00 |Si Si
A36 Malo cPTC 2V600E | N/A N/A Hombre Total 5,00 |Si Si
A37 Malo cPTC V600E | N/A N/A Mujer Total 1,20 | Si Si
A38 Bueno cPTC XXX N/A N/A Hombre Total 3,00 Si No
A39 Bueno cPTC XXX N/A N/A Hombre Total 1,10 |[Si No
A40 Bueno FVPTC XXX Q61R XXX Mujer Total 2,00 |Si No
A41 Bueno cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 3,00 |[Si No
A42 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 4,00 Si No
A43 Bueno cPTC 2V600E | N/A N/A Mujer Total 1,50 | Si No
Ad4 Bueno cPTC N/V N/A N/A Mujer Total 1,50 Si No
A45 Bueno FVPTC XXX XXX XXX Mujer Total 3,00 |[Si No
A46 Bueno FVPTC XXX XXX XXX Mujer Total 2,00 Si No
A47 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 1,50 Si No
A48 Bueno cPTC V600E N/A N/A Hombre Total 4,20 Si No
A49 Bueno PTC XXX XXX XXX Mujer Total 2,50 Si No
A50 Malo cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 2,40 |Si Si
A51 Bueno DSPTC XXX N/A N/A Mujer Total 4,50 Si No
A52 Bueno FVPTC XXX XXX XXX Mujer Total 3,50 |Si No
A53 Bueno FVPTC XXX N/A N/A Mujer Total 3,70 |Si No
A54 Bueno cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 1,70 Si No
A55 Malo cPTC V600E | N/A N/A Mujer Total 1,00 [Si Si
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A56 Malo cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 1,50 [ Si Si
A57 Malo cPTC V600E | N/A N/A Mujer Total 3,50 |Si No
A58 Bueno cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 1,80 |[Si No
A60 Malo OVFTC N/A XXX XXX Hombre Total 4,00 Si Si
A63 Malo PTC XXX N/A N/A Mujer Total 8,50 |Si Si
Ab4 Malo cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 1,40 Si Si
Ab6 Malo cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 4,30 |Si Si
A67 Malo cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 4,00 |Si Si
Ab68 Malo cPTC XXX N/A N/A Hombre Subtotal 9,00 |Si Si
A69 Malo TCPTC V600E N/A N/A Mujer Total 2,70 | Si Si
A72 Malo cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 1,50 Si Si
AAO1 AF N/A XXX XXX Hombre

AA02 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 3,50

AAO03 AF N/A XXX XXX Mujer 5,00

AAO04 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 4,50

AAO5 AF N/A XXX XXX Mujer 2,20

AA06 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 8,00

AA07 AF N/A XXX XXX Mujer 8,50

AA08 AF N/A XXX XXX Hombre Total 4,50

AAQ09 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 4,00

AATQ AF N/A Q61R XXX Mujer 2,50

AAT1 AF N/A XXX XXX Hombre Subtotal 4,50

AAT2 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 7,00

AA13 AF N/A XXX XXX Hombre Subtotal 1,50

AAT4 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 3,00

AAT5 AF N/A XXX XXX Hombre Total 4,00

AA16 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 2,50

AAT7 AF N/A XXX XXX Hombre 4,00

AAT18 AF N/A XXX XXX Hombre 2,40

AAT9 AF N/A XXX XXX Mujer 3,00

AA20 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 3,50

AA21 AF N/A XXX XXX Mujer 4,50

AA22 AF N/A XXX XXX Hombre Subtotal 6,00

AA23 AF N/A indel XXX Mujer Subtotal 3,00

AA24 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 4,00

AA25 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 3,70

AA26 AF N/A XXX XXX Mujer Total 3,50

AA27 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 4,00

AA28 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 3,00

AA29 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 4,50

AA30 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 3,40

AA31 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 4,70

AA32 AF N/A Q61R XXX Mujer 3,00

AA33 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 3,50

AA34 AF N/A XXX XXX Mujer 4,00

AA35 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 4,20

AA36 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 3,00

AA37 AF N/A XXX XXX Hombre Subtotal 3,50

AA38 AF N/A XXX XXX Hombre 4,50

AA39 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 4,80

AA40 AF N/A XXX XXX Mujer Total 3,50 No

AA41 AF N/A XXX XXX Hombre Subtotal 10,00

AA42 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal

AA43 AF N/A XXX XXX Mujer Total

AA44 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 2,00 No

AA45 AF N/A NV NV Mujer Subtotal

AA46 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal

AA47 AF N/A XXX XXX Subtotal 6,00
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AA48 AF N/A XXX XXX Hombre Subtotal 3,00

AA49 AF N/A XXX XXX Mujer 1,60

AA50 AF N/A N/ XXX Mujer Subtotal 3,00

AA51 AF N/A XXX XXX

AA52 AF N/A XXX Q61R Mujer Subtotal 3,20

AA53 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 2,00

AA54 AF N/A XXX XXX

AA55 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 3,00

AA56 AF N/A XXX XXX Mujer Total 1,80

AA57 AF N/A NV NV Mujer Total 3,50

AA58 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 4,50

ATO1 AF N/A XXX XXX Hombre Subtotal 3,00

AT02 AF N/A XXX Q61R Mujer Subtotal 3,20

ATO3 AF N/A XXX XXX Hombre Subtotal 3,50

ATO04 AF N/A XXX XXX Hombre Subtotal 6,00

ATO5 AF N/A XXX XXX Hombre Total 6,50

ATO6 AF N/A XXX XXX Hombre Subtotal 6,50

ATO7 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 2,30

ATO08 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 1,80

AT09 AF N/A XXX XXX Mujer Total 4,30

AT10 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 1,50

AT11 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 2,20

AT12 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 5,00

AT13 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 4,70

AT14 AF N/A XXX XXX Hombre Subtotal 5,50

AT15 AF N/A XXX XXX Mujer Total 4,40

AT16 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 5,60

AT17 AF N/A XXX XXX Hombre Total 2,40

AT18 AF N/A XXX XXX Mujer Total 3,00

AT19 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 4,00

AT20 AF N/A XXX XXX Mujer Total 2,50

AT21 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 3,20

AT22 AF N/A XXX XXX Mujer Subtotal 9,00

AT23 AF N/A XXX XXX Mujer Total 2,00

BO1 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 3,00 |[Si No
BO2 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total Si No
BO3 Bueno DSPTC XXX N/A N/A Mujer Total Si No
BO4 Bueno FVPTC XXX XXX XXX Mujer Total 1,50 Si No
BO5 Malo FVPTC V600E N/A N/A Hombre Total 6,00 |Si No
BO6 Bueno FVPTC XXX NV XXX Mujer Total 2,00 |Si No
BO7 Bueno cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 2,50 Si No
B0O8 Bueno TCPTC V600E N/A N/A Mujer Total 1,50 |Si No
BO9 Bueno TCPTC XXX N/A N/A Mujer Total 1,80 Si No
B10 Malo PTC XXX N/A N/A Mujer Total 1,20 Si No
B11 Malo cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 1,50 Si Si
B12 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 3,50 |Si No
B13 Bueno WLPTC XXX N/A N/A Mujer Total 1,80 Si No
B15 Bueno cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 2,80 Si No
B16 Bueno cPTC XXX N/A N/A Hombre Total 3,80 Si No
B17 Bueno DSPTC XXX N/A N/A Mujer Total 1,80 Si No
B18 Bueno cPTC V600E N/A N/A Hombre Total 3,20 Si No
B19 Bueno cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 4,10 Si No
B20 Malo cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 1,30 Si Si
B21 Malo cPTC V600E N/A N/A Mujer Subtotal 2,20 |si Si
B22 Malo cPTC V600E N/A N/A Hombre Total 4,20 |Si Si
B23 Malo cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 3,80 |Si Si
B24 Malo cPTC V600E N/A N/A nm Total 2,00 |Si Si
B25 Malo cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 1,20 Si Si
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B27 Malo cPTC V600E N/A N/A Hombre Total 4,50 Si Si

B28 Malo cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 3,40 |Si Si

B30 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 2,00 |Si No
B31 Bueno cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 2,00 Si No
B32 Bueno cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 3,00 Si No
B34 Malo cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 3,50 |Si Si

B35 Bueno FVPTC V600E N/A N/A Mujer Total 3,00 | No No
B36 Malo cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 0,70 |Si Si

B37 Bueno cPTC V600E | N/A N/A Mujer Total 2,20 |Si No
B38 Bueno cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 2,50 |Si No
B40 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 1,50 [ Si No
B41 Bueno cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 2,80 Si No
B42 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 1,50 No No
B43 Bueno cPTC XXX N/A N/A Hombre Total 6,00 Si No
B44 Bueno cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 3,50 Si No
B45 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 2,20 |Si No
B46 Bueno cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 1,20 No No
B47 Bueno cPTC V600E N/A N/A Hombre Total 1,50 No No
B48 Bueno cPTC V600E | N/A N/A Mujer Total 2,00 |[Si No
B50 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 1,00 [Si No
B51 Bueno cPTC V600E N/A N/A Hombre Total 2,30 Si No
B53 Malo WLPTC V600E N/A N/A Hombre Total 1,50 |Si No
B54 Bueno cPTC V600E | N/A N/A Mujer Total 2,00 |[Si No
B55 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 0,60 |Si No
B58 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 0,20 |Si No
B59 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 1,50 [ Si No
B60 Bueno cPTC XXX N/A N/A Hombre Total 3,00 Si No
B63 Malo cPTC V600E N/A N/A Hombre Total 1,00 Si No
B64 Bueno cPTC XXX N/A N/A Hombre Total 1,50 Si No
B65 Malo cPTC V600E | N/A N/A Mujer Total 3,80 |[Si Si

B66 Bueno FVPTC 2V600E | N/A N/A Mujer Total 3,30 |Si No
B68 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 3,20 | Si No
C05 Bueno FVPTC XXX XXX XXX Mujer Total 1,10 [Si No
Co7 Malo FVPTC XXX XXX XXX Hombre Total 3,00 Si Si

cio7 Malo cPTC V600E | N/A N/A Mujer Total 1,70 | Si Si

Cl166 Bueno FVPTC deletion XXX XXX Hombre Total 5,00 No No
C168 Bueno cPTC V600E | N/A N/A Mujer Subtotal 2,50 | No No
C170 Bueno cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 2,40 |Si No
C173 Bueno OVPTC XXX N/A N/A Mujer Total 2,30 | No No
C176 Bueno FVPTC XXX XXX XXX Mujer Total 1,80 |[Si No
C177 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 2,50 |Si No
c181 Bueno OVFTC N/A XXX XXX Mujer Total 3,10 | No No
C183 Malo cPTC V600E | N/A N/A Mujer Total 3,50 |[Si Si

C214 Bueno OVFTC N/A XXX XXX Mujer Total 1,30 No No
C22 Malo FVPTC XXX XXX XXX Mujer Total 2,00 |Si Si

C263 Malo cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 2,00 |Si Si

C30 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total Si No
C38 Bueno FVPTC XXX XXX XXX Hombre Total 5,50 Si No
C46 Malo cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 3,00 |[Si Si

C49 Bueno cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 2,90 |Si No
C51 Malo cPTC XXX N/A N/A Mujer Total Si Si

C53 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 3,00 |Si No
Cé60 Malo cPTC V600E N/A N/A Hombre Total 2,00 |Si Si

C71 Malo DSPTC XXX N/A N/A Hombre Total Si Si

C72 Malo cPTC XXX XXX XXX Mujer Total 2,00 |Si Si

c97 Malo cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 4,00 |Si Si

G02 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 2,30 |Si No
G05 Malo cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 2,00 |[Si No
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G066 Malo cPTC V600E N/A N/A Hombre Total 3,50 |Si Si
G12 Malo DSPTC XXX N/A N/A Mujer Total 5,50 |Si Si
G4 Malo cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 3,00 |Si Si
G18 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 1,80 |Si No
G19 Bueno cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 3,80 |Si No
G20 Bueno cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 2,00 |Si No
G22 Bueno cPTC N/V N/A N/A Hombre Total 3,20 |Si No
G23 Bueno cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 1,40 | Si No
G24 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 2,20 |Si No
R10 Malo cPTC V600E | N/A N/A Mujer Total 1,20 | Si Si
R14 Malo cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 3,50 |Si Si
R15 PDTC XXX XXX XXX Hombre Subtotal 4,00 No No
R17 ATC V600E N/A N/A Mujer Total 3,00 |Si Si
R20 Malo cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 3,00 |[Si Si
R24 Malo cPTC V600E N/A N/A Hombre Total 4,50 |Si Si
R28 Malo FTC N/A XXX XXX Hombre Total 5,60 Si Si
R31 Malo cPTC XXX N/A N/A Hombre Total 4,50 |Si Si
R32 Malo cPTC V600E N/A N/A Hombre Total 510 |Si Si
SO1 PDTC XXX XXX XXX Hombre Total 4,00 |Si Si
502 PDTC XXX XXX XXX Mujer Total 8,00 |[Si Si
S03 PDTC XXX XXX XXX Hombre Total 9,00 |Si No
S04 PDTC XXX XXX XXX Hombre Total 5,00 |[Si Si
S06 PDTC XXX XXX XXX Mujer Total Si Si
S07 PDTC XXX XXX XXX Mujer Total 4,20 | No Si
S08 PDTC XXX XXX XXX Mujer Subtotal 550 |Si No
S09 PDTC XXX Q61K XXX Mujer Total Si Si
S10 PDTC XXX XXX XXX Mujer Total 7,00 |[Si Si
S11 PDTC XXX XXX XXX Mujer Total 2,60 Si No
S12 PDTC XXX XXX XXX Mujer Total 4,50 Si Si
S13 PDTC XXX XXX XXX Mujer Total 6,00 |[Si Si
S14 PDTC XXX Q61K XXX Mujer Total 9,00

S15 PDTC XXX XXX XXX Mujer Total 14,00 |Si

S16 PDTC XXX XXX XXX Mujer Total 3,80 |Si No
S17 PDTC XXX XXX XXX Mujer Total 10,00 |Si Si
S18 ATC XXX XXX XXX Mujer Total 6,00 | No

S19 ATC XXX XXX XXX Mujer Total 8,00

520 ATC XXX XXX XXX Mujer Total 550 |Si

S21 ATC XXX XXX XXX Hombre Total 6,00 Si

S22 ATC XXX XXX XXX Mujer Total 6,00 Si
S23 ATC XXX XXX N/V Hombre 8,00

524 ATC XXX XXX XXX Hombre Total 7,50 | Si Si
S25 ATC XXX XXX XXX Mujer Total 8,00

526 ATC XXX XXX XXX Mujer Total 5,00 Si
T01 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 1,50 |Si No
T02 Malo cPTC N/V N/A N/A Hombre Total 1,60 | Si Si
T03 Bueno cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 3,00 |Si No
T04 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 1,60 |Si No
T05 Bueno FVPTC XXX XXX XXX Hombre Total 4,50 |Si No
T06 Bueno cPTC XXX Q61K XXX Mujer Total 2,50 |Si No
T07 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 1,50 |Si No
T09 Bueno cPTC V600E N/A N/A Hombre Total 2,60 |Si No
T10 Malo cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 2,80 |Si Si
T11 Bueno cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 1,50 Si No
T12 Bueno cPTC N/V N/A N/A Hombre Total 1,20 Si No
T13 Malo FVPTC XXX XXX XXX Mujer Total 2,20 |Si Si
T4 Bueno FVPTC XXX XXX XXX Mujer Total 3,80 |Si No
T15 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 1,20 |Si No
T16 Bueno WLPTC V600E N/A N/A Mujer Total 4,00 |Si No
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T17 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 2,00 Si No
T18 Malo cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 1,00 Si Si
T19 Bueno cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 1,00 Si No
720 Bueno cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 8,00 Si No
T21 Bueno FVPTC XXX XXX XXX Mujer Total 2,50 Si No
122 Malo cPTC XXX N/A N/A Hombre Total 2,00 Si Si
123 Bueno FVPTC XXX XXX XXX Hombre Total 3,80 Si No
124 Bueno FVPTC XXX XXX XXX Mujer Total 2,10 Si No
125 Malo cPTC V600E N/A N/A Mujer Total 2,50 Si Si
126 Malo FVPTC XXX Q61R N/A Mujer Total 1,90 Si Si
127 Malo cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 1,00 Si Si
129 Bueno OVPTC XXX N/A N/A Mujer Total 6,00 Si No
T30 Malo cPTC V600E | N/A N/A Mujer Total 2,50 | Si Si
T31 Malo OVFTC N/A XXX XXX Hombre Total 4,50 Si Si
132 PDTC XXX XXX XXX Hombre Total 10,50 |Si Si
733 PDTC XXX N/A N/A Mujer Total 4,60 Si Si
T34 Malo DSPTC XXX N/A N/A Mujer Total 2,60 | Si Si
136 Malo FVPTC V600E2 | N/A N/A Hombre Total 4,50 Si Si
T37 Bueno cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 3,00 |[Si No
138 Bueno FVPTC XXX XXX XXX Mujer Total 2,50 |Si No
139 Bueno FVPTC XXX XXX XXX Hombre Total 4,40 Si No
T40 Malo cPTC XXX N/A N/A Mujer Total 1,10 [Si Si
T41 Malo TCPTC V600E N/A N/A Hombre Total 3,50 Si Si
T43 Malo cPTC V600E N/A N/A Hombre Total 3,00 |Si Si
T44 Malo FVPTC XXX Q61K XXX Hombre Subtotal 6,30 | Si Si

En la tabla, Pron, pronéstico, TCir, tipo de cirugia, DiamT, didmetro del tumor; Ttol, tratamiento con
I'81. Recid, recidiva; N/A, no aplica; N/V, xxx, sin mutacién; no valorado; FA, adenoma folicular;
cPTC, carcinoma papilar variante convencional; WLPTC, carcinoma papilar variante warthin like;
FVPTC, carcinoma papilar variante folicular; DSPTC, carcinoma papilar esclerosante difusa; TCPTC,
carcinoma papilar variante células altas; FTC, carcinoma folicular; FTCMI, carcinoma folicular
minimamente invasor; OVFTC, carcinoma folicular variante oncocitica; FTVAI, carcinoma folicular
minimamente invasivo; PDTC, carcinoma pobremente diferenciado; ATC, carcinoma anapldsico.
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Tabla 8.2 Datos clinicos de la serie de Hiperplasias nodulares de tiroides

1D Fnacim Fcirug Sexo TTumor FUltSeg
HNT1 31/12/69 09/01/07 M 4

HNT2 18/03/40 09/01/07 M 4 23/08/13
HNT3 14/01/31 16/01/07 M 20/01/14
HNT4 12/05/37 23/01/07 M 12/06/12
HNTS 12/10/37 23/01/07 M 1,5 21/08/13
HNTé 05/09/68 30/01/07 M

HNT7 24/07/46 01/02/07 M 26/10/12
HNT8 13/03/67 01/02/07 M 17/12/12
HNT9 23/08/41 06/02/07 M 17/10/13
HNT10 08/08/30 13/02/07 M 15/02/12
HNT11 12/02/68 15/02/07 M 19/09/13
HNT12 16/01/63 15/02/07 M 11/02/14
HNT13 12/03/41 20/02/07 M 13/08/13
HNT14 17/02/59 27/02/07 M 3,5 21/01/13
HNT15 28/02/43 06/03/07 H 2,5 12/02/14
HNT16 02/06/31 13/03/07 M 04/09/13
HNT17 15/11/52 15/03/07 M 24/12/13
HNT18 28/12/52 20/03/07 H 2 10/10/12
HNT19 13/06/58 21/03/07 M 11/04/13
HNT20 28/01/70 27/03/07 M 24/09/13
HNT21 16/10/70 29/03/07 M 1,8 18/12/13
HNT22 22/09/39 03/04/07 M 21/01/11
HNT23 30/11/68 18/04/07 M

HNT24 29/11/32 27/04/07 H 04/06/10
HNT25 27/08/47 03/05/07 M 3,5 06/06/13
HNT26 02/06/62 03/05/07 H 3

HNT27 14/07/46 08/05/07 M 26/08/13
HNT28 11/08/62 10/05/07 M 01/10/13
HNT29 07/12/46 10/05/07 M 04/11/13
HNT30 21/08/63 05/05/07 M 23/04/13
HNT31 01/10/60 05/05/07 H 08/01/14
HNT32 29/01/52 22/05/07 H

HNT33 07/01/52 24/04/07 M 24/10/13
HNT34 04/10/44 29/05/07 M 20/04/12
HNT35 06/04/63 29/05/07 M

HNT36 02/07/49 05/06/07 H 12/02/14
HNT37 20/09/33 12/06/07 M 12/11/13
HNT38 17/10/76 14/06/07 M 4 19/09/12
HNT39 09/04/23 19/06/07 M

HNT40 26/11/34 17/07/07 M 13/01/14

En la tabla, Fnacim, fecha de nacimiento, Fcirug, fecha de la cirugia, TTumor, tamafio del tumor;
Fultseg, fecha del Gltimo seguimiento.
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Tabla 8.3 Datos clinicos de la serie de PAAF.

1D PAAF Sistema Bethesda Diagnéstico | Fnacim FPAAF FUltSeg
PFO1 Fol lev- cel Benigno FTC 21/11/72 16/08/12 02/09/13
PFO2 | Fol mod-cel Indeterminado AF 09/06/74 07/04/11 19/09/13
PFO3 | Fol mod-cel Indeterminado AF 15/09/53 18/03/11 18/09/12
PFO4 | Fol lev- cel Benigno AF 22/04/80 29/08/12 28/08/13
PFO5 | Fol mod-cel Indeterminado FTC 22/07/77 29/12/10 09/01/14
PFO6 | Fol den-cel Potencialmente neopldsico AF 13/02/66 08/09/06

PFO7 | Fol mod-cel Indeterminado AF 11/10/54 17/06/10 02/09/13
PFO8 | Fol mod-cel Indeterminado AF 05/07/67 03/01/13 17/06/13
PFO? | Fol mod-cel | Indeterminado AF 08/04/74 17/05/12 21/02/13
PF10 | Fol mod-cel Indeterminado AF 07/07/63 23/06/09 16/01/14
PF11 Fol lev- cel Benigno FTC 06/10/80 07/05/07 09/12/13
PF12 | Fol den-cel Potencialmente neopldsico FTC 17/05/63 06/11/08 03/12/13
PF13 | Rsug de ptc Sospechoso de neoplasia FVPTC 22/08/77 08/04/09 16/09/13
PF14 | Fol mod-cel | Indeterminado FVPTC 07/08/80 12/08/11 30/12/13
PF15 | Fol den-cel Potencialmente neopldsico FTC 09/03/76 27/07/11 17/09/13
PF16 | Fol lev- cel Benigno FTC 31/08/73 05/12/00 14/01/14
PF17 | Fol mod-cel Indeterminado FTC 02/08/72 18/05/11 13/11/13
PF18 | Fol mod-cel | Indeterminado FVPTC 24/10/66 13/11/09 03/12/13
PF19 | Fol mod-cel Indeterminado AF 30/09/89 22/03/12 09/07/13
PF20 | Fol mod-cel Indeterminado AF 18/04/49 23/02/11 21/05/12
PF21 Fol mod-cel Indeterminado AF 08/08/56 03/09/08 15/03/12
PF22 | Fol den-cel Potencialmente neopldsico FTC 03/08/62 20/10/04 18/12/13
PF24 | Fol lev- cel Benigno AF 03/01/54 20/05/09 11/02/14
PF25 | Fol lev- cel Benigno HNT 14/05/47 01/12/10 18/11/13
PF26 | Fol lev- cel Benigno HNT 27/09/51 23/07/08 07/01/14
PF27 | Fol lev- cel Benigno HNT 29/08/68 16/11/09

PF28 | Fol mod-cel | Indeterminado HNT 25/06/62 25/03/09 05/10/10
PF29 | Fol lev- cel Benigno HNT 01/09/57 17/12/09 09/07/13
PF30 | Fol mod-cel | Indeterminado HNT 09/11/60 02/09/09 19/11/10
PF31 Fol lev- cel Benigno FTC 25/08/55 26/05/03 07/11/13
PF32 | Fol lev- cel Benigno HNT 20/04/32 30/07/08 17/01/11
PF33 | Fol mod-cel | Indeterminado HNT 04/02/54 28/01/09 22/11/10
PF34 | Fol mod-cel | Indeterminado FVPTC 29/01/63 01/10/09 12/12/13
PF35 | Fol mod-cel | Indeterminado HNT 04/08/42 17/09/08 13/10/11
PF36 | Fol lev- cel Benigno HNT 23/10/58 15/10/09 10/11/10
PF37 | Fol mod-cel | Indeterminado HNT 03/06/64 24/02/10 10/02/11
PF38 | Fol lev- cel Benigno HNT 30/11/52 23/10/08 28/01/14
PF39 | Fol den-cel Potencialmente neopldsico HNT 19/04/68 25/06/10 25/10/10

En la tabla, PAAF, puncién aspiracién con aguja fina; Fnacim, fecha de nacimiento, FPAAF, fecha de
la PAAF; Fultseg, fecha del Gltimo seguimiento; Fol mod-cel, folicular moderadamente celular; Fol
lev-cel, folicular levemente celular; Fol den-cel, folicular densamente celular; FA, adenoma
folicular; FVPTC, carcinoma papilar variante folicular; FTC, carcinoma folicular.
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Figura 8.1 Matriz de correlaciéon de Spearman para el grupo de los carcinomas bien diferenciados de
tiroides.
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Figura 8.2 Matriz de correlacién de Spearman para el grupo de adenoma folicular versus carcinomas
foliculares.
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Unsupervised Random Forests (CTBD)

Supervised Random Forests (CTBD)
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Figura 8.3 Andlisis Random forest supervisado y no supervisado para identificar las proteinas
que coniribuyen a diferenciar entre buen y mal pronéstico en los carcinomas bien diferenciados

de tiroides.
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Figura 8.4 Andlisis Random forest supervisado y no supervisado para identificar las proteinas
que contribuyen a diferenciar entre buen y mal pronéstico en los carcinomas papilares.
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Unsupervised Random Forests (PTCnoF)
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Supervised Random Forests (PTCnoF)
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Figura 8.5 Andlisis Random forest supervisado y no supervisado para identificar las proteinas
que conifribuyen a diferenciar entre buen y mal pronéstico en los carcinomas papilares de

variante no folicular.
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Figura 8.6 Andlisis Random forest supervisado y no supervisado para identificar las proteinas
que contribuyen a diferenciar entre adenomas y carcinomas foliculares.
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Unsupervised Random Forests (CTBDb & ATC/PDTC)
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Figura 8.7 Andlisis Random forest supervisado y no supervisado para identificar las proteinas
que contribuyen a diferenciar entre carcinomas bien diferenciados y carcinomas pobremente o
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Tabla 8.4 Andlisis comparativo de carcinomas bien diferenciados segin pronéstico.
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Tabla 8.5 Andlisis comparativo de carcinomas papilares segin pronéstico.
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Tabla 8.6 Andlisis comparativo de carcinomas foliculares segin pronéstico.
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Tabla 8.7 Andlisis comparativo de carcinomas papilar variante no folicular segin pronéstico.
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Tabla 8.8 Andlisis comparativo de carcinoma papilares variante folicular segin pronéstico.
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Tabla 8.9 Andlisis comparativo de adenomas versus carcinomas foliculares.
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Tabla 8.10 Andlisis comparativo de carcinomas pobremente o indeferenciados versus

carcinomas bien diferenciados de tiroides.
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Tabla 8.11 miRNAs diferencialmente expresados en adenomas foliculares respecto al tejido

normal.

miRNAs Media TN AF log2fc stat pval pval.adjust
Shsa-mir-151b 4281.158  2620.444  5775.8 1.1402093 5.891830 3.8194126-09 1.0720926-06
>hsa-mir-197 3633.368  5223.889  2201.9 -1.2463753 5.843596 5.108590e-09 1.072092e-06
>hsa-mir-218-1 136.895  217.667 64.2 -1.7614753 5.824362 5.733114e-09 1.072092e-06
>hsa-mir-200c 11209.737  6055.222 15848.8 1.3881218 5.752120 8.813136e-09 1.236042e-06
>hsa-mir-941-1 1173.474  691.556  1607.2 1.2166324 5.693621 1.243727e-08 1.395462e-06
>hsa-mir-377 5.737 9.444 2.4 -1.9764315 5.371062 7.827408e-08 7.318627e-06
>hsa-mir-134 19.474 31.556 8.6 -1.8754855 5.264181 1.408156e-07 1.128537e-05
>hsa-mir-128-2 400.316  576.333  241.9 -1.2524927 5.229735 1.697533e-07 1.190395e-05
>hsa-mir-1301 326.316  136.889  496.8 1.8596598 5.180211 2.21635le-07 1.381526e-05
>hsa-mir-500b 16.632 7.222 25.1 1.7971726 5.042265 4.600527e-07 2.043792e-05
>hsa-mir-941-2 2329.842  1367.111  3196.3 1.2252723 5.037594 4.714210e-07 2.043792e-05
>hsa-mir-941-3 2329.842  1367.111  3196.3 1.2252723 5.037594 4.714210e-07 2.043792e-05
>hsa-mir-941-4 2329.737 1367.111  3196.1 1.2251820 5.036708 4.736060e-07 2.043792e-05
>hsa-mir-128-1 443.474  612.222  291.6 -1.0700647 4.922417 8.548188e-07 3.425381e-05
>hsa-mir-320b-1 1500.579  2010.222  1041.9 -0.9481382 4.894852 9.837976e-07 3.679403e-05
>hsa-mir-320b-2 1506.789  2014.111  1050.2 -0.9394792 4.851908 1.222796e-06 4.287428e-05
>hsa-mir-326 113.579  150.222 80.6 -0.8982465 4.711751 2.455971e-06 8.104705e-05
>hsa-mir-101-2 3061.053  4120.444  2107.6 -0.9671989 4.607975 4.066103e-06 1.267269e-04
>hsa-mir-101-1 3068.842  4128.556  2115.1 -0.9649112 4.585285 4.533682e-06 1.338629e-04
>hsa-mir-320c-1 453.000  613.667  308.4 -0.9926525 4.553117 5.285674e-06 1.482631e-04
>hsa-mir-3934 11.158 15.889 6.9 -1.2033500 4.422569 9.753405e-06 2.605552e-04
>hsa-mir-943 2.737 1.000 4.3 2.1043367 4.269672 1.957602e-05 4.991885e-04
>hsa-mir-19b-1 249.789  329.444  178.1 -0.8873477 4.224725 2.392327e-05 5.004579e-04
>hsa-mir-19b-2 249.789  329.444  178.1 -0.8873477 4.224725 2.392327e-05 5.004579e-04
>hsa-mir-651la-1 114.211  152.667 79.6 -0.9395448 4.214996 2.497829e-05 5.004579e-04
>hsa-mir-651la-2 114.211  152.667 79.6 -0.9395448 4.214996 2.497829e-05 5.004579e-04
>hsa-mir-651la-3 114.211  152.667 79.6 -0.9395448 4.214996 2.497829e-05 5.004579e-04
>hsa-mir-651la-4 114.211  152.667 79.6 -0.9395448 4.214996 2.497829e-05 5.004579e-04
>hsa-mir-1271 35.526 17.000 52.2 1.6185151 4.205345 2.606836e-05 5.042880e-04
>hsa-mir-320c-2 397.842  545.778  264.7 -1.0439555 4.070444 4.692358e-05 8.774710e-04
>hsa-mir-365b 93.789  127.444 63.5 -1.0050400 4.035984 5.437401e-05 9.199014e-04
>hsa-mir-3173 4.105 6.556 1.9 -1.7867186 4.031375 5.545156e-05 9.199014e-04
>hsa-mir-151a 12472.158  9254.778 15367.8 0.7316404 4.029880 5.580544e-05 9.199014e-04
>hsa-mir-1291 44.474 19.556 66.9 1.7744277 4.028461 5.614328e-05 9.199014e-04
>hsa-mir-485 18.053 29.111 8.1 -1.8455761 4.023288 5.739135e-05 9.199014e-04
>hsa-mir-491 15.421 8.778 21.4 1.2856831 4.007906 6.125945e-05 9.546264e-04
>hsa-mir-365a 83.947  118.778 52.6 -1.1751302 3.965872 7.312796e-05 1.108778e-03
>hsa-mir-182 4062.368  1795.000  6103.0 1.7655347 3.942712 8.056542e-05 1.172614e-03
>hsa-mir-143 50944.053 64337.778 38889.7 -0.7262780 3.939891 8.151860e-05 1.172614e-03
>hsa-mir-502 314.526  139.444  472.1 1.7594020 3.890629 9.998478e-05 1.374203e-03
>hsa-mir-199a-1 2215.632  3167.111  1359.3 -1.2203036 3.883816 1.028299e-04 1.374203e-03
>hsa-mir-199a-2 2216.263  3168.111  1359.6 -1.2204407 3.883694 1.028815e-04 1.374203e-03
>hsa-mir-576 8.737 12.222 5.6 -1.1260079 3.863576 1.117392e-04 1.457806e-03
>hsa-mir-34c 36.895 59.778 16.3 -1.8747373 3.853523 1.164303e-04 1.484486e-03
>hsa-mir-409 129.474  199.556 66.4 -1.5875353 3.767656 1.647875e-04 2.054351e-03
>hsa-mir-4433 8.842 15.889 2.5 -2.6680182 3.758292 1.710769e-04 2.086394e-03
>hsa-mir-18a 26.947 36.000 18.8 -0.9372642 3.737905 1.855600e-04 2.214875e-03
>hsa-mir-3120 727.579  1012.222  471.4 -1.1025024 3.723862 1.961983e-04 2.243377e-03
>hsa-mir-214 727.789  1012.444  471.6 -1.1022071 3.721997 1.976535¢-04 2.243377e-03
>hsa-mir-30la 149.632 92.222  201.3 1.1261608 3.719087 1.999445e-04 2.243377e-03
>hsa-mir-99b 38730.526 18683.556 56772.8 1.6034309 3.699566 2.159681e-04 2.375649e-03
Shsa-mir-92a-2  142004.526 172485.889 114571.3 -0.5902326 3.662835 2.494389e-04 2.691062e-03
>hsa-mir-501 1102.842  542.000 1607.6 1.5685437 3.645341 2.670378e-04 2.782178e-03
>hsa-mir-1268b 39.789 18.778 58.7 1.6443342 3.608293 3.082183e-04 3.143826e-03
>hsa-mir-33b 10.895 6.111 15.2 1.3145647 3.571212 3.553336e-04 3.559682e-03
>hsa-mir-136 21.737 35.333 9.5 -1.8950304 3.517902 4.349728e-04 4.281048e-03
>hsa-mir-483 42.421 74.667 13.4 -2.4782313 3.504803 4.569450e-04 4.419761e-03
>hsa-mir-34b 6.947 11.111 3.2 -1.7958593 3.486060 4.901911e-04 4.660970e-03
>hsa-mir-423 34224.842 43369.000 25995.1 -0.7384245 3.476142 5.086823e-04 4.678568e-03
>hsa-mir-3184 34224.789 43368.889 25995.1 -0.7384208 3.476122 5.087213e-04 4.678568e-03
>hsa-mir-19a 34.737 47.667 23.1 -1.0450879 3.462227 5.357244e-04 4.847441e-03
>hsa-mir-455 145.842  203.889 93.6 -1.1232027 3.441325 5.788730e-04 5.154726e-03
>hsa-mir-199b 2097.474  3012.111  1274.3 -1.2410700 3.403474 6.653484e-04 5.832195e-03
>hsa-mir-1249 51.789 73.000 32.7 -1.1586058 3.381334 7.213489%e-04 6.216349e-03
>hsa-mir-4532 175.105  128.667  216.9 0.7533917 3.377150 7.324115e-04 6.216349e-03
>hsa-mir-411 38.263 55.444 22.8 -1.2820091 3.373416 7.424160e-04 6.216349e-03
>hsa-mir-330 82.263 63.000 99.6 0.6607939 3.328409 8.734368e-04 7.205853e-03
>hsa-mir-511-1 4.947 7.222 2.9 -1.3163899 3.307419 9.415995e-04 7.546247e-03
>hsa-mir-511-2 4.947 7.222 2.9 -1.3163899 3.307419 9.415995e-04 7.546247e-03
>hsa-mir-1343 22.789 11.556 32.9 1.5095010 3.297618 9.750865e-04 7.704557e-03
>hsa-mir-22 48458.579 36527.667 59196.4 0.6965198 3.273800 1.061116e-03 8.267862e-03
>hsa-mir-30e 6228.474  4733.444  7574.0 0.6781650 3.232363 1.227712e-03 9.196203e-03
>hsa-mir-3622a 22.684 31.778 14.5 -1.1319653 3.231961 1.229439%e-03 9.196203e-03
>hsa-mir-3622b 22.684 31.778 14.5 -1.1319653 3.231961 1.229439%e-03 9.196203e-03
>hsa-mir-185 120.053 75.667  160.0 1.0803421 3.226046 1.255133e-03 9.264861e-03
>hsa-mir-218-2 59.105 75.667 44.2 -0.7756115 3.210715 1.324051e-03 9.646657e-03
>hsa-mir-3653 152.684  100.333  199.8 0.9937556 3.201834 1.365559e-03 9.821517e-03
>hsa-mir-3199-1 3.263 5.222 1.5 -1.7997013 3.170005 1.524361e-03 1.082489e-02
>hsa-mir-224 92.579 65.667  116.8 0.8308071 3.139831 1.690454e-03 1.164345e-02

198




>hsa-mir-1247
>hsa-mir-96
>hsa-mir-1268a
>hsa-mir-4732
>hsa-mir-190a
>hsa-mir-362
>hsa-mir-500a
>hsa-mir-193b
>hsa-mir-223
>hsa-mir-641
>hsa-mir-1251
>hsa-mir-135a-1
>hsa-mir-548c
>hsa-mir-548z
>hsa-mir-3200
>hsa-mir-381
>hsa-mir-4516
>hsa-mir-1307
>hsa-mir-184
>hsa-mir-766
>hsa-mir-484
>hsa-mir-191
>hsa-mir-4448
>hsa-mir-4459
>hsa-mir-4485
>hsa-mir-133b
>hsa-mir-494
>hsa-mir-20a
>hsa-mir-4707
>hsa-mir-219-1
>hsa-mir-429
>hsa-mir-1296
>hsa-mir-34a
>hsa-mir-454
>hsa-mir-4775
>hsa-mir-17
>hsa-mir-196a-2
>hsa-mir-654
>hsa-mir-149
>hsa-mir-196a-1
>hsa-mir-188
>hsa-mir-5701-1
>hsa-mir-5701-2
>hsa-mir-4640
>hsa-mir-874
>hsa-mir-183
>hsa-mir-4443
>hsa-mir-765
>hsa-mir-598
>hsa-mir-504
>hsa-mir-1914
>hsa-mir-3928
>hsa-mir-127
>hsa-mir-3609
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.500045e-03
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.164345e-02
.164345e-02
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.275385e-02
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.299804e-02
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.546524e-02
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.993956e-02
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.993956e-02
.307191e-02
.358857e-02
.801668e-02
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Tabla 8.12 miRNAs diferencialmente expresados en carcinomas papilares de variante no
folicular respecto al tejido normal.

miRNAs Media TN PTC log2fc stat pval pval.adjust
Shsa-mir-197 2559.659  4398.222  2086.886 -1.0755689 8.443362 3.083390e-17 1.893202e-14
>hsa-mir-222 16256.136  1800.333 19973.343 3.4717399 7.210022 5.594266e-13 1.717440e-10
>hsa-mir-532 592.045  833.778  529.886 -0.6539817 6.998088 2.594785e-12 5.310659%e-10
>hsa-mir-221 24586.455  1973.333 30401.257 3.9454244 6.946924 3.73336le-12 5.730709e-10
>hsa-mir-21 16907.523  4930.333 19987.371 2.0193317 6.880977 5.944336e-12 7.299644e-10
>hsa-mir-320b-1 1012.659  1701.000  835.657 -1.0254001 6.787600 1.140146e-11 1.166749e-09
>hsa-mir-320b-2 1017.159  1704.222  840.486 -1.0198183 6.742275 1.559254e-11 1.367688e-09
>hsa-mir-143 29118.023 54314.000 22639.057 -1.2625102 6.663355 2.676467e-11 2.054189e-09
>hsa-mir-320c-1 303.159  518.333  247.829 -1.0645377 6.414259 1.415091e-10 9.654064e-09
>hsa-mir-4532 259.727  106.444  299.143 1.4907340 6.307415 2.837336e-10 1.742124e-08
>hsa-mir-146b 73568.705  2398.333 91869.657 5.2594844 6.202579 5.554511e-10 3.100427e-08
>hsa-mir-1291 37.818 16.222 43.371 1.4187735 6.049443 1.453476e-09 7.436950e-08
>hsa-mir-320c-2 266.909  460.667  217.086 -1.0854584 5.986642 2.142172e-09 1.011764e-07
>hsa-mir-101-2 2549.705  3473.222  2312.229 -0.5869907 5.952098 2.647274e-09 1.161019e-07
>hsa-mir-18la-2  253210.795 140334.333 282236.171 1.0080349 5.655273 1.555985e-08 5.563894e-07
>hsa-mir-29a 4984.841  2922.222  5515.229 0.9163548 5.652209 1.583987e-08 5.563894e-07
>hsa-mir-18la-1  252027.409 139821.889 280880.257 1.0063650 5.640832 1.692304e-08 5.563894e-07
>hsa-mir-651la-1 77.727  128.889 64.571 -0.9971600 5.612558 1.993578e-08 5.563894e-07
>hsa-mir-651la-2 77.727  128.889 64.571 -0.9971600 5.612558 1.993578e-08 5.563894e-07
>hsa-mir-651la-3 77.727  128.889 64.571 -0.9971600 5.612558 1.993578e-08 5.563894e-07
>hsa-mir-651la-4 77.727  128.889 64.571 -0.9971600 5.612558 1.993578e-08 5.563894e-07
>hsa-mir-128-1 294.205  521.667  235.714 -1.1460891 5.430981 5.604510e-08 1.496161e-06
>hsa-mir-128-2 272.091  491.000  215.800 -1.1860282 5.400294 6.653161e-08 1.702100e-06
>hsa-mir-34a 1227.864  236.556  1482.771 2.6480453 5.244097 1.570496e-07 3.857138e-06
>hsa-mir-28 4040.523  5992.111  3538.686 -0.7598507 5.219286 1.796146e-07 3.974240e-06
>hsa-mir-3184 22831.795 36810.222 19237.343 -0.9361969 5.217700 1.811586e-07 3.974240e-06
>hsa-mir-423 22831.864 36810.444 19237.371 -0.9362035 5.217621 1.812357e-07 3.974240e-06
>hsa-mir-365b 69.205  107.111 59.457 -0.8491861 5.164276 2.413712e-07 5.110411e-06
>hsa-mir-375 5021.773  918.000  6077.029 2.7268000 5.139078 2.760893e-07 5.650629e-06
>hsa-mir-659 5.227 2.444 5.943 1.2816501 5.034090 4.801250e-07 9.509574e-06
>hsa-mir-504 59.273  118.889 43.943 -1.4359133 4.961375 6.999582e-07 1.343045e-05
>hsa-mir-3127 12.205 20.556 10.057 -1.0313079 4.952401 7.330342e-07 1.363888e-05
>hsa-mir-548ad 4.227 7.778 3.314 -1.2306600 4.931880 8.144212e-07 1.420576e-05
>hsa-mir-5701-2 346.136  187.667  386.886 1.0437350 4.927643 8.322741e-07 1.420576e-05
>hsa-mir-5701-1 346.159  187.667  386.914 1.0438416 4.927494 8.329111e-07 1.420576e-05
>hsa-mir-33b 13.045 5.111 15.086 1.5614741 4.840497 1.295150e-06 2.149249e-05
>hsa-mir-126 4778.455  7392.889  4106.171 -0.8483444 4.759367 1.942015e-06 3.137888e-05
>hsa-mir-3613 12.500 7.333 13.829 0.9151111 4.745356 2.081399e-06 3.276869e-05
>hsa-mir-584 80.432  137.667 65.714 -1.0669003 4.688232 2.755750e-06 4.230077e-05
>hsa-mir-181b-2  18265.568 11451.222 20017.829 0.8057839 4.663039 3.115730e-06 4.639582e-05
>hsa-mir-1268b 38.682 15.889 44.543 1.4871759 4.659249 3.173656e-06 4.639582e-05
>hsa-mir-181b-1  18152.614 11396.778 19889.829 0.8034049 4.640669 3.472836e-06 4.905053e-05
>hsa-let-7i 31788.727 18132.444 35300.343 0.9611088 4.638024 3.517565e-06 4.905053e-05
>hsa-mir-183 608.568  272.556  694.971 1.3504033 4.633525 3.594909e-06 4.905053e-05
>hsa-mir-33a 3.614 1.556 4.143 1.4131962 4.510835 6.457284e-06 8.619071e-05
>hsa-mir-195 238.364  338.889  212.514 -0.6732525 4.475628 7.618708e-06 9.952951e-05
>hsa-mir-139 192.318  317.111  160.229 -0.9848570 4.466676 7.944435e-06 1.016226e-04
>hsa-mir-6511b-1 61.114 88.111 54.171 -0.7017918 4.440882 8.959080e-06 1.122628e-04
>hsa-mir-4732 17.250 53.333 7.971 -2.7421273 4.427857 9.517378e-06 1.168734e-04
>hsa-mir-26b 6502.273  8893.778  5887.314 -0.5951867 4.415312 1.008645e-05 1.169172e-04
>hsa-mir-548aa-2 4.727 8.444 3.771 -1.1628914 4.415189 1.009220e-05 1.169172e-04
>hsa-mir-548d-2 4.727 8.444 3.771 -1.1628914 4.415189 1.009220e-05 1.169172e-04
>hsa-mir-4709 17.386 5.111 20.543 2.0069280 4.410213 1.032689e-05 1.174206e-04
>hsa-mir-4454 11.091 4.667 12.743 1.4492245 4.390582 1.130476e-05 1.260436e-04
>hsa-mir-224 110.432 56.222  124.371 1.1454427 4.386937 1.149583e-05 1.260436e-04
>hsa-mir-450a-1 61.000 21.444 71.171 1.7306943 4.372465 1.228515e-05 1.307898e-04
>hsa-mir-200c 8691.000 5172.667  9595.714 0.8914820 4.371232 1.235474e-05 1.307898e-04
>hsa-mir-3653 161.091 84.778  180.714 1.0919525 4.365052 1.270928e-05 1.322626e-04
>hsa-mir-15a 449.727  315.000  484.371 0.6207619 4.339095 1.430704e-05 1.454854e-04
>hsa-mir-4443 30.659 9.889 36.000 1.8641166 4.301268 1.698233e-05 1.681799e-04
>hsa-mir-450a-2 64.205 23.333 74.714 1.6789917 4.293178 1.761340e-05 1.716607e-04
>hsa-mir-3173 3.318 5.778 2.686 -1.1052089 4.272830 1.930077e-05 1.851668e-04
>hsa-mir-31 3201.318  385.556  3925.371 3.3478185 4.233428 2.301556e-05 2.161889e-04
>hsa-mir-551b 19.205 0.778 23.943 4.9440935 4.212143 2.529598e-05 2.284078e-04
>hsa-mir-320a 11709.841 16838.000 10391.171 -0.6963625 4.201138 2.655770e-05 2.363250e-04
>hsa-mir-192 788.341  1117.667  703.657 -0.6675454 4.196894 2.706005e-05 2.373553e-04
>hsa-mir-509-3 33.955 10.667 39.943 1.9048281 4.189143 2.800101e-05 2.421496e-04
>hsa-mir-509-1 33.136 10.556 38.943 1.8833562 4.180995 2.902367e-05 2.441169e-04
>hsa-mir-509-2 33.136 10.556 38.943 1.8833562 4.180995 2.902367e-05 2.441169e-04
>hsa-mir-19a 26.795 39.889 23.429 -0.7677179 4.159715 3.186454e-05 2.643895e-04
>hsa-mir-1268a 36.545 16.667 41.657 1.3215983 4.153498 3.274311e-05 2.653721e-04
>hsa-mir-151b 3873.909  2235.222  4295.286 0.9423358 4.152771 3.284737e-05 2.653721e-04
>hsa-mir-145 1664.773  2510.778  1447.229 -0.7948415 4.146910 3.369922e-05 2.687184e-04
>hsa-mir-182 2431.750  1514.556  2667.600 0.8166479 4.092413 4.269077e-05 3.360530e-04
>hsa-mir-362 19.795 8.333 22.743 1.4484479 4.064244 4.818844e-05 3.745279e-04
>hsa-mir-576 6.136 10.111 5.114 -0.9833369 4.058086 4.947664e-05 3.797332e-04
>hsa-mir-548aa-1 4.818 8.222 3.943 -1.0602869 4.046820 5.191808e-05 3.887525e-04
>hsa-mir-548d-1 4.818 8.222 3.943 -1.0602869 4.046820 5.191808e-05 3.887525e-04
>hsa-mir-29b-1 157.705  101.556  172.143 0.7613372 4.015849 5.923229e-05 4.381762e-04
>hsa-mir-18a 21.045 30.111 18.714 -0.6861560 4.005086 6.199479e-05 4.531524e-04
>hsa-mir-548ae-2 3.205 6.222 2.429 -1.3573220 3.992087 6.549445e-05 4.731011e-04
>hsa-mir-508 9.568 2.556 11.371 2.1537046 3.917893 8.932650e-05 6.377497e-04

200



>hsa-mir-365a
>hsa-mir-486
>hsa-mir-1301
>hsa-mir-4791
>hsa-mir-500b
>hsa-mir-135b
>hsa-mir-548t
>hsa-mir-125b-2
>hsa-mir-152
>hsa-mir-513c
>hsa-mir-491
>hsa-mir-125a
>hsa-mir-125b-1
>hsa-mir-548ay
>hsa-mir-3168
>hsa-mir-29b-2
>hsa-mir-873
>hsa-mir-1287
>hsa-mir-96
>hsa-mir-1226
>hsa-mir-320d-1
>hsa-mir-320d-2
>hsa-mir-326
>hsa-mir-212
>hsa-mir-149
>hsa-mir-514a-1
>hsa-mir-514a-2
>hsa-mir-514a-3
>hsa-mir-4433
>hsa-mir-503
>hsa-mir-187
>hsa-mir-20a
>hsa-mir-4787
>hsa-mir-577
>hsa-mir-363
>hsa-mir-30a
>hsa-mir-641
>hsa-mir-1179
>hsa-mir-2114
>hsa-mir-4520a
>hsa-mir-1296
>hsa-mir-30c-2
>hsa-mir-196a-2
>hsa-mir-4442
>hsa-mir-45la
>hsa-mir-451b
>hsa-mir-196a-1
>hsa-mir-3651
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Tabla 8.13 miRNAs diferencialmente expresados en carcinomas papilares de variante
folicular respecto al tejido normal.

miRNAs Media TN FVPTC log2fc stat pval pval.adjust
Shsa-mir-377 5.353 9.444 0.750 —3.6545034 8.376414 5.456476e-17 3.022888e-14
>hsa-mir-197 3863.412  5353.000  2187.625 -1.2909822 7.308857 2.694241e-13 7.463047e-11
>hsa-mir-134 20.176 32.667 6.125 -2.4150375 6.328919 2.468855e-10 4.559151e-08
>hsa-mir-423 33468.059 44645.667 20893.250 -1.0954832 5.652174 1.584308e-08 1.755537e-06
>hsa-mir-3184 33468.000 44645.556 20893.250 -1.0954796 5.652162 1.584420e-08 1.755537e-06
>hsa-mir-1251 48.059 16.889 83.125 2.2992080 5.592733 2.235227e-08 2.063859e-06
>hsa-mir-411 34.941 57.444 9.625 -2.5773089 5.501274 3.770561e-08 2.654885e-06
>hsa-mir-200c 10848.941  6240.667 16033.250 1.3612948 5.498343 3.833769e-08 2.654885e-06
>hsa-mir-151b 4960.412  2705.778  7496.875 1.4702460 5.426050 5.761488e-08 3.546516e-06
>hsa-mir-365b 99.000  130.222 63.875 -1.0276524 5.382043 7.364519e-08 4.067011e-06
>hsa-mir-330 96.824 64.667  133.000 1.0403321 5.365438 8.075293e-08 4.067011e-06
>hsa-mir-485 17.824 30.222 3.875 -2.9633415 5.274157 1.333677e-07 6.157140e-06
>hsa-mir-651la-1 120.000  156.778 78.625 -0.9956611 5.182026 2.194887e-07 7.599798e-06
>hsa-mir-651la-2 120.000  156.778 78.625 -0.9956611 5.182026 2.194887e-07 7.599798e-06
>hsa-mir-651la-3 120.000  156.778 78.625 -0.9956611 5.182026 2.194887e-07 7.599798e-06
>hsa-mir-651la-4 120.000  156.778 78.625 -0.9956611 5.182026 2.194887e-07 7.599798e-06
>hsa-mir-1247 169.647  299.222 23.875 -3.6476447 5.094677 3.493354e-07 1.094393e-05
>hsa-mir-96 88.000 19.667  164.875 3.0675483 5.091320 3.555791e-07 1.094393e-05
>hsa-mir-101-2 3442.176  4225.333  2561.125 -0.7222875 5.025519 5.020730e-07 1.408347e-05
>hsa-mir-409 129.176  208.667 39.750 -2.3921734 5.008188 5.494492e-07 1.408347e-05
>hsa-mir-654 30.294 47.000 11.500 -2.0310269 5.007418 5.516497e-07 1.408347e-05
>hsa-mir-101-1 3449.824  4233.778  2567.875 -0.7213706 5.004776 5.592715e-07 1.408347e-05
>hsa-mir-1250-2  42910.412 16217.000 72940.500 2.1692131 4.987171 6.126968e-07 1.475800e-05
>hsa-mir-320b-1 1593.353  2068.667 1058.625 -0.9665096 4.947837 7.504260e-07 1.678539e-05
>hsa-mir-320c-1 478.765  631.667  306.750 -1.0421001 4.943218 7.684352e-07 1.678539e-05
>hsa-mir-199b 2195.176  3106.667 1169.750 -1.4091672 4.938375 7.877619e-07 1.678539e-05
>hsa-mir-381 25.824 41.667 8.000 -2.3808218 4.927855 8.313717e-07 1.699646e-05
>hsa-mir-320b-2 1598.176  2072.778  1064.250 -0.9617284 4.914907 8.882440e-07 1.699646e-05
>hsa-mir-125b-1  41667.529 14959.444 71714.125 2.2612007 4.914585 8.897065¢-07 1.699646e-05
>hsa-mir-1307 755.294  601.444  928.375 0.6262762 4.869895 1.116574e-06 2.061939e-05
>hsa-mir-320c-2 420.882  561.778  262.375 -1.0983693 4.847262 1.251770e-06 2.237034e-05
>hsa-mir-99a 2544.000 1163.111  4097.500 1.8167550 4.812706 1.489003e-06 2.577836e-05
>hsa-mir-125a 47506.235 26162.444 71518.000 1.4508090 4.769972 1.842515e-06 3.093193e-05
>hsa-mir-30d 41835.118 33157.444 51597.500 0.6379683 4.762255 1.914414e-06 3.119369e-05
>hsa-mir-99b 42759.353 19321.667 69126.750 1.8390246 4.699586 2.606899e-06 4.126349e-05
>hsa-mir-100 16767.000  7288.778 27430.000 1.9120058 4.616356 3.905375e-06 5.848003e-05
>hsa-mir-491 13.471 8.889 18.625 1.0671654 4.616338 3.905706e-06 5.848003e-05
>hsa-mir-4707 2.941 5.222 0.375 -3.7997013 4.605463 4.115488e-06 5.999949e-05
>hsa-mir-4732 39.471 65.333 10.375 -2.6547079 4.533420 5.803629e-06 8.244130e-05
>hsa-mir-183 1201.353  329.444  2182.250 2.7277093 4.491041 7.087603e-06 9.816331e-05
>hsa-mir-136 21.412 36.333 4.625 -2.9737685 4.472554 7.729099e-06 1.028956e-04
>hsa-mir-3127 18.353 25.111 10.750 -1.2239892 4.470581 7.800748e-06 1.028956e-04
>hsa-mir-29a 4630.176  3544.111  5852.000 0.7235059 4.457091 8.307929e-06 1.070370e-04
>hsa-mir-214 736.706  1046.778  387.875 -1.4322915 4.425881 9.604940e-06 1.186244e-04
>hsa-mir-3120 736.588  1046.556  387.875 -1.4319852 4.425194 9.635553e-06 1.186244e-04
>hsa-mir-500b 13.294 7.333 20.000 1.4474590 4.394772 1.108890e-05 1.335489e-04
>hsa-mir-365a 92.529  121.333 60.125 -1.0129391 4.387996 1.143996e-05 1.348455e-04
>hsa-mir-19a 37.294 48.556 24.625 -0.9795126 4.334181 1.463040e-05 1.684709e-04
>hsa-mir-1301 317.941  141.333  516.625 1.8700157 4.330149 1.490086e-05 1.684709e-04
>hsa-mir-487b 5.941 9.667 1.750 -2.4656636 4.251733 2.121229e-05 2.350322e-04
>hsa-mir-1271 45.176 17.667 76.125 2.1073405 4.240032 2.234874e-05 2.427687e-04
>hsa-mir-1249 52.647 75.778 26.625 -1.5089933 4.216665 2.479416e-05 2.641532e-04
>hsa-mir-323a 2.000 3.667 0.125 -4.8744691 4.211816 2.533259%e-05 2.647973e-04
>hsa-mir-18a 28.706 36.889 19.500 -0.9197122 4.182961 2.877369e-05 2.951967e-04
>hsa-mir-493 13.059 19.444 5.875 -1.7266973 4.156824 3.227026e-05 3.250495e-04
>hsa-mir-432 24.294 38.111 8.750 -2.1228567 4.118068 3.820615e-05 3.779680e-04
>hsa-mir-127 1732.118  2688.889  655.750 -2.0357923 4.086068 4.387454e-05 4.264297e-04
>hsa-mir-450a-2 114.765 28.333  212.000 2.9034920 4.051604 5.086772e-05 4.858745e-04
>hsa-mir-450a-1 111.118 26.111  206.750 2.9851516 4.032662 5.514864e-05 5.178364e-04
>hsa-mir-502 297.824  142.778  472.250 1.7257793 4.025319 5.689813e-05 5.253594e-04
>hsa-mir-501 911.235  556.444  1310.375 1.2356702 3.955934 7.623612e-05 6.783126e-04
>hsa-mir-4443 31.706 11.889 54.000 2.1833455 3.951517 7.765738e-05 6.783126e-04
>hsa-mir-484 1517.176  1108.333  1977.125 0.8350122 3.950437 7.800862e-05 6.783126e-04
>hsa-mir-542 108.588 61.889  161.125 1.3804280 3.948363 7.868751e-05 6.783126e-04
>hsa-mir-1226 20.882 11.222 31.750 1.5003982 3.945645 7.958541e-05 6.783126e-04
>hsa-mir-382 4.000 6.333 1.375 -2.2035334 3.910988 9.191944e-05 7.715662e-04
>hsa-mir-450b 105.000 53.889  162.500 1.5923800 3.906547 9.362437e-05 7.741478e-04
>hsa-mir-486 220685.294 359546.222 64466.750 -2.4795501 3.894730 9.830822e-05 8.009229e-04
>hsa-mir-483 44.412 78.111 6.500 -3.5870162 3.878618 1.050517e-04 8.434586e-04
>hsa-mir-4454 15.235 5.444 26.250 2.2694607 3.840664 1.227019e-04 9.710983e-04
>hsa-mir-149 313.118  161.889  483.250 1.5777658 3.784344 1.541148e-04 1.169584e-03
>hsa-mir-3154 1.882 3.222 0.375 -3.1030935 3.771049 1.625629e-04 1.207131e-03
>hsa-mir-128-2 463.706  594.222  316.875 -0.9070887 3.769736 1.634202e-04 1.207131e-03
>hsa-mir-625 59.706 76.000 41.375 -0.8772401 3.703159 2.129310e-04 1.542588e-03
>hsa-mir-29c 992.882  736.222  1281.625 0.7997610 3.701412 2.144030e-04 1.542588e-03
>hsa-mir-3622a 24.294 33.111 14.375 -1.2037535 3.682260 2.311751e-04 1.621152e-03
>hsa-mir-3622b 24.294 33.111 14.375 -1.2037535 3.682260 2.311751e-04 1.621152e-03
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.588663e-02
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Tabla 8.14 miRNAs diferencialmente expresados en carcinomas foliculares respecto al tejido
normal.

miRNAs Media TN FTC log2fc stat pval pval.adjust
Shsa-mir-455 88.733  135.222  19.000 —2.8312609 8.320121 8.787365e-17 3.192509e-14
>hsa-mir-1291 40.533 12.778  82.167 2.6849163 8.300909 1.033174e-16 3.192509e-14
>hsa-mir-101-2 2100.667  2730.556 1155.833 -1.2402611 7.458181 8.772543e-14 1.373300e-11
>hsa-mir-101-1 2105.867  2735.889 1160.833 -1.2368488 7.456447 8.888672e-14 1.373300e-11
>hsa-mir-3622a 14.600 21.667 4.000 -2.4374053 6.950731 3.633971e-12 3.742990e-10
>hsa-mir-3622b 14.600 21.667 4.000 -2.4374053 6.950731 3.633971le-12 3.742990e-10
>hsa-mir-199b 1474.000  2006.556  675.167 -1.5714055 6.886206 5.729983e-12 5.058757e-10
>hsa-mir-181b-1 7025.933  9001.111 4063.167 -1.1474986 6.352942 2.112350e-10 1.631790e-08
>hsa-mir-181b-2 7071.267  9043.778 4112.500 -1.1369099 6.297725 3.020450e-10 2.074042e-08
>hsa-mir-199a-1 1583.200  2107.444  796.833 -1.4031447 6.232353 4.594811e-10 2.662577e-08
>hsa-mir-199a-2 1584.000  2108.333  797.500 -1.4025466 6.227505 4.739214e-10 2.662577e-08
>hsa-mir-574 1066.067  1428.778  522.000 -1.4526598 5.940619 2.839486e-09 1.410148e-07
>hsa-mir-744 869.400 1173.667  413.000 -1.5068090 5.933451 2.966331e-09 1.410148e-07
>hsa-mir-365b 68.800 84.222  45.667 -0.8830595 5.920041 3.218619e-09 1.420790e-07
>hsa-mir-1247 119.267  192.667 9.167 -4.3935660 5.386935 7.166928e-08 2.952774e-06
>hsa-mir-223 42.333 60.889  14.500 -2.0701261 5.018952 5.195422e-07 2.006732e-05
>hsa-mir-365a 63.067 78.222  40.333 -0.9556059 4.833755 1.339813e-06 4.728034e-05
>hsa-mir-1249 35.000 48.889  14.167 -1.7870063 4.828291 1.377097e-06 4.728034e-05
>hsa-mir-548ae-2 3.267 4.889 0.833 -2.5525410 4.762576 1.911367e-06 6.143475e-05
>hsa-mir-186 3150.667  4056.222 1792.333 -1.1782977 4.754622 1.988179e-06 6.143475e-05
>hsa-mir-320d-1 43.933 54.333  28.333 -0.9393372 4.730869 2.235608e-06 6.280027e-05
>hsa-mir-320d-2 43.933 54.333  28.333 -0.9393372 4.730869 2.235608e-06 6.280027e-05
>hsa-mir-548t 3.800 5.444 1.333 -2.0297473 4.599064 4.243935e-06 1.140327e-04
>hsa-mir-3960 7.467 4.333  12.167 1.4893848 4.577091 4.714869e-06 1.214079e-04
>hsa-mir-328 723.933  956.667  374.833 -1.3517671 4.470483 7.804312e-06 1.929226e-04
>hsa-mir-224 74.867 44.444  120.500 1.4389581 4.441892 8.917122e-06 2.119531e-04
>hsa-mir-5701-1 285.533  148.333  491.333 1.7278593 4.407379 1.046292e-05 2.309316e-04
>hsa-mir-5701-2 285.533  148.333  491.333 1.7278593 4.407379 1.046292e-05 2.309316e-04
>hsa-mir-218-1 107.933  145.667  51.333 -1.5047029 4.346156 1.385444e-05 2.875414e-04
>hsa-mir-214 512.600  677.222  265.667 -1.3500121 4.337875 1.438668e-05 2.875414e-04
>hsa-mir-3120 512.467  677.000  265.667 -1.3495386 4.337312 1.442360e-05 2.875414e-04
>hsa-mir-205 70.467  111.889 8.333 -3.7470293 4.225535 2.383740e-05 4.603598e-04
>hsa-mir-345 1499.267  2134.667  546.167 -1.9665976 4.215693 2.490124e-05 4.663323e-04
>hsa-mir-130a 922.667 1211.889  488.833 -1.3098429 4.207744 2.579324e-05 4.688300e-04
>hsa-mir-1287 11.067 14.889 5.333 -1.4811267 4.190408 2.784534e-05 4.916692e-04
>hsa-mir-28 4039.733  4733.111 2999.667 -0.6579866 4.162136 3.152847e-05 5.412388e-04
>hsa-mir-4433 6.867 10.778 1.000 -3.4299878 4.009043 6.096528e-05 1.018285e-03
>hsa-mir-3154 1.467 2.333 0.167 -3.8073549 3.819365 1.337955e-04 2.175937e-03
>hsa-mir-19b-2 178.600  217.222  120.667 -0.8481445 3.762343 1.683286e-04 2.667362e-03
>hsa-mir-19b-1 178.667  217.222  120.833 -0.8461532 3.755442 1.730358e-04 2.673404e-03
>hsa-mir-4732 29.600 42.222  10.667 -1.9848931 3.708736 2.082968e-04 3.130530e-03
>hsa-mir-548ay 4.133 5.667 1.833 -1.6280312 3.703370 2.127544e-04 3.130530e-03
>hsa-mir-3934 8.000 10.556 4.167 -1.3410369 3.665826 2.465417e-04 3.543321e-03
>hsa-mir-548h-1 1.600 2.444 0.333 -2.8744691 3.628935 2.845927e-04 3.997234e-03
>hsa-mir-26a-2 38186.000 46800.444 25264.333 -0.8894201 3.588601 3.324575e-04 4.392230e-03
>hsa-mir-320c-1 332.800  406.556 222.167 -0.8718101 3.587743 3.335530e-04 4.392230e-03
>hsa-mir-26a-1 38163.933 46791.778 25222.167 -0.8915628 3.587365 3.340369e-04 4.392230e-03
>hsa-mir-323a 1.467 2.333 0.167 -3.8073549 3.520673 4.304524e-04 5.517710e-03
>hsa-mir-4454 8.067 3.556  14.833 2.0606959 3.516372 4.374883e-04 5.517710e-03
>hsa-mir-34b 5.067 7.444 1.500 -2.3112017 3.495101 4.738824e-04 5.857187e-03
>hsa-mir-381 19.733 26.889 9.000 -1.5790132 3.486650 4.891104e-04 5.926868e-03
>hsa-mir-31 222.067  306.111  96.000 -1.6729491 3.473395 5.139187e-04 6.107726e-03
>hsa-mir-34c 28.867 40.111  12.000 -1.7409675 3.454996 5.503013e-04 6.416721e-03
>hsa-mir-3607 790.267  362.222 1432.333 1.9834203 3.427402 6.093852e-04 6.898930e-03
>hsa-mir-320c-2 295.067  361.333  195.667 -0.8849323 3.425361 6.139824e-04 6.898930e-03
>hsa-mir-133b 15.000 21.111 5.833 -1.8556101 3.420292 6.255405e-04 6.903287e-03
>hsa-mir-500b 11.333 4.778  21.167 2.1473824 3.378610 7.285333e-04 7.898835e-03
>hsa-mir-9-1 4.467 6.667 1.167 -2.5145732 3.354983 7.936973e-04 8.175082e-03
>hsa-mir-9-2 4.467 6.667 1.167 -2.5145732 3.354983 7.936973e-04 8.175082e-03
>hsa-mir-9-3 4.467 6.667 1.167 -2.5145732 3.354983 7.936973e-04 8.175082e-03
>hsa-mir-494 1.733 2.889 0.000 -Inf 3.337276 8.460380e-04 8.571336e-03
>hsa-mir-3943 1.200 2.000 0.000 -Inf 3.331324 8.643378e-04 8.615496e-03
>hsa-mir-1301 229.467 92.000  435.667 2.2435190 3.311526 9.278858e-04 9.102118e-03
>hsa-mir-138-2 1328.800  1735.000 719.500 -1.2698691 3.295618 9.820558e-04 9.482977e-03
>hsa-mir-138-1 1450.800  1856.889  841.667 -1.1415666 3.258091 1.121644e-03 1.066424e-02
>hsa-mir-6087 86.333  129.889  21.000 -2.6288168 3.250451 1.152222e-03 1.078898e-02
>hsa-mir-1179 13.533 18.889 5.500 -1.7800343 3.213663 1.310533e-03 1.208820e-02
>hsa-mir-504 75.800 93.889  48.667 -0.9480205 3.194489 1.400787e-03 1.273068e-02
>hsa-mir-3157 1.067 1.667 0.167 -3.3219281 3.181981 1.462717e-03 1.310085e-02
>hsa-mir-193b 308.067  410.333  154.667 -1.4076341 3.119808 1.809688e-03 1.597696e-02
>hsa-mir-200c 10375.667  4068.222 19836.833 2.2857113 3.094891 1.968851e-03 1.713733e-02
>hsa-mir-3173 3.267 4.444 1.500 -1.5670406 3.083952 2.042705e-03 1.753322e-02
>hsa-mir-219-1 54.600 10.222  121.167 3.5672121 3.073261 2.117334e-03 1.792483e-02
>hsa-mir-1227 14.933 4.333  30.833 2.8309417 3.051540 2.276706e-03 1.901357e-02
>hsa-mir-20b 12.600 7.889  19.667 1.3178584 3.032378 2.426349e-03 1.999311e-02
>hsa-mir-96 64.800 12.556  143.167 3.5112979 3.024455 2.490814e-03 2.025425e-02
>hsa-mir-486 166104.600 232482.000 66538.500 -1.8048578 2.969521 2.982643e-03 2.393862e-02
>hsa-mir-451a 2325.267  3330.111  818.000 -2.0253976 2.946429 3.214665e-03 2.514763e-02
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.102863e-03
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Tabla 8.15 miRNAs diferencialmente expresados en la comparaciéon de carcinomas
foliculares versus adenomas foliculares.

miRNAs Media AF FTC log2fc stat pval pval.adjust
Shsa-mir-328 673.312 B855.7 369.333 -1.2121816 5.629852 1.8036396-08 1.141704e-05
>hsa-mir-151b 3224.375 3967.9 1985.167 -0.9991155 5.298108 1.170089%e-07 3.703331e-05
>hsa-mir-186 3160.750 4060.2 1661.667 -1.2889198 4.568504 4.912175e-06 1.036469e-03
>hsa-mir-345 2332.500 3435.1 494.833 -2.7953375 4.172630 3.011031e-05 4.050909e-03
>hsa-mir-205 72.375 111.5  7.167 -3.9595976 4.144981 3.398424e-05 4.050909e-03
>hsa-mir-3960 7.438 5.0 11.500 1.2016339 4.116918 3.839724e-05 4.050909e-03
>hsa-mir-491 10.750  14.6  4.333 -1.7524192 4.004798 6.207055e-05 5.612952e-03
>hsa-mir-3157 1.438 2.2 0.167 -3.7224660 3.929355 8.517387e-05 6.519526e-03
>hsa-mir-744 799.875 1038.6 402.000 -1.3693727 3.908959 9.269468e-05 6.519526e-03
>hsa-mir-548ae-2 2.688 3.8  0.833 -2.1890338 3.611300 3.046657e-04 1.928534e-02
>hsa-mir-574 831.625 1017.2 522.333 -0.9615607 3.527169 4.200282e-04 2.417071e-02
>hsa-mir-1287 9.938  13.1  4.667 -1.4891025 3.297961 9.738956e-04 4.870367e-02
>hsa-mir-548ap 1.625 2.4  0.333 -2.8479969 3.290461 1.000233e-03 4.870367e-02
>hsa-mir-1306 20.938  26.2 12.167 -1.1066328 3.228394 1.244874e-03 4.943854e-02
>hsa-mir-6087 109.000 162.3  20.167 -3.0086185 3.210564 1.324746e-03 4.943854e-02
>hsa-mir-455 46.250  62.6  19.000 -1.7201632 3.209332 1.330436e-03 4.943854e-02
>hsa-mir-548ay 3.875 5.1  1.833 -1.4760281 3.199110 1.378524e-03 4.943854e-02
>hsa-mir-577 13.062  18.2  4.500 -2.0159415 3.193450 1.405835e-03 4.943854e-02

Tabla 8.16 miRNAs diferencialmente expresados en la comparacién de carcinomas papilares
de variante no folicular versus carcinomas papilares de variante folicular.

miRNAs Media PTC FVPTC log2fc stat pval pval.adjust
Shsa-mir-21 17626.767 20185.829 6430.875 -1.6502559 6.665614 2.635607e-11 1.678881e-08
>hsa-mir-625 65.093  72.829  31.250 -1.2206484 6.429322 1.281743e-10 3.565615e-08
>hsa-mir-1247 101.186  120.029  18.750 -2.6784154 6.388131 1.679254e-10 3.565615e-08
>hsa-mir-129-2 19.116  23.314 0.750 -4.9581798 6.029649 1.643165e-09 2.616740e-07
>hsa-mir-129-1 15.116  18.429 0.625 -4.8819442 5.869673 4.366562e-09 5.563001e-07
>hsa-mir-511-1 7.186 8.343 2.125 -1.9730787 5.478428 4.291217e-08 3.699684e-06
>hsa-mir-511-2 7.186 8.343 2.125 -1.9730787 5.478428 4.291217e-08 3.699684e-06
>hsa-mir-3656 4.186 5.000 0.625 -3.0000000 5.464338 4.646385e-08 3.699684e-06
>hsa-mir-6087 78.209  88.600  32.750 -1.4358118 5.168681 2.357514e-07 1.668596e-05
>hsa-mir-92b 15059.558 16543.229 8568.500 -0.9491262 5.054976 4.304449e-07 2.741934e-05
>hsa-mir-508 10.023  11.686 2.750 -2.0872424 4.898133 9.675150e-07 5.602791e-05
>hsa-mir-196a-2 10.093  12.114 1.250 -3.2767093 4.874734 1.089552e-06 5.783704e-05
>hsa-mir-375 5360.977 6381.457  896.375 -2.8317116 4.843309 1.276946e-06 6.257034e-05
>hsa-mir-136 28.116  33.771 3.375 -3.3228438 4.755094 1.983538e-06 8.901049e-05
>hsa-mir-1273f 21.000  23.714 9.125 -1.3778600 4.743940 2.096008e-06 8.901049e-05
>hsa-mir-432 48.326  57.829 6.750 -3.0988231 4.617249 3.888599e-06 1.548149e-04
>hsa-mir-483 30.651  36.514 5.000 -2.8684610 4.516572 6.284879e-06 2.354981e-04
>hsa-mir-377 14.860  18.114 0.625 -4.8571279 4.489268 7.146832e-06 2.529184e-04
>hsa-mir-134 32.209  38.514 4.625 -3.0578684 4.466467 7.952186e-06 2.666075e-04
>hsa-mir-381 54.070  65.000 6.250 -3.3785116 4.371577 1.233526e-05 3.928779%e-04
>hsa-mir-494 8.070 9.857 0.250 -5.3011695 4.357663 1.314584e-05 3.933708e-04
>hsa-mir-370 22.233  26.800 2.250 -3.5742361 4.350451 1.358581e-05 3.933708e-04
>hsa-mir-23a 1431.930 1539.057  963.250 -0.6760646 4.309760 1.634319e-05 4.526352e-04
>hsa-mir-493 32.047  38.371 4.375 -3.1326776 4.293949 1.755232e-05 4.530451e-04
>hsa-mir-4707 2.465 2.971 0.250 -3.5711567 4.291083 1.778042e-05 4.530451e-04
>hsa-mir-382 11.977  14.457 1.125 -3.6837856 4.244988 2.186047e-05 5.355814e-04
>hsa-mir-1249 42.884  48.114  20.000 -1.2664653 4.216264 2.483828e-05 5.859993e-04
>hsa-mir-4802 6.512 7.486 2.250 -1.7342150 4.122725 3.744174e-05 8.517995e-04
>hsa-mir-485 53.372  64.943 2.750 -4.5616673 4.053048 5.055465e-05 1.043272e-03
>hsa-mir-654 60.884  72.800 8.750 -3.0565835 4.051374 5.091776e-05 1.043272e-03
>hsa-mir-766 30.209  33.343  16.500 -1.0149117 4.049408 5.134745e-05 1.043272e-03
>hsa-mir-509-3 35.349  41.114  10.125 -2.0217179 4.044615 5.240926e-05 1.043272e-03
>hsa-mir-509-1 34.535  40.086  10.250 -1.9674643 4.016183 5.914824e-05 1.108160e-03
>hsa-mir-509-2 34.535  40.086  10.250 -1.9674643 4.016183 5.914824e-05 1.108160e-03
>hsa-mir-146a 663.256  740.686  324.500 -1.1906430 3.989086 6.632850e-05 1.207179e-03
>hsa-mir-376c 2.512 3.057 0.125 -4.6121840 3.967540 7.261844e-05 1.256593e-03
>hsa-mir-184 6.930 8.257 1.125 -2.8757177 3.961344 7.452921e-05 1.256593e-03
>hsa-mir-411 61.907  74.371 7.375 -3.3340335 3.959962 7.496159e-05 1.256593e-03
>hsa-mir-196a-1 9.372  11.286 1.000 -3.4964258 3.931253 8.450425e-05 1.380236e-03
>hsa-mir-410 27.302  32.657 3.875 -3.0751304 3.906691 9.356867e-05 1.490081e-03
>hsa-mir-487b 16.070  19.429 1.375 -3.8206763 3.897940 9.701437e-05 1.507272e-03
>hsa-mir-431 14.535  17.543 1.375 -3.6733802 3.876740 1.058652e-04 1.605623e-03
>hsa-mir-505 79.558  85.286  54.500 -0.6460479 3.855253 1.156098e-04 1.633866e-03
>hsa-mir-150 3772.163 4453.600  790.875 -2.4934504 3.852823 1.167638e-04 1.633866e-03
>hsa-mir-3195 15.140  17.229 6.000 -1.5217687 3.852044 1.171360e-04 1.633866e-03
>hsa-mir-513c 1.884 2.229 0.375 -2.5711567 3.847769 1.191982e-04 1.633866e-03
>hsa-mir-323a 4.558 5.571 0.125 -5.4780473 3.841737 1.221665e-04 1.633866e-03
>hsa-mir-3168 10.628  12.657 1.750 -2.8545249 3.839835 1.231171e-04 1.633866e-03
>hsa-mir-675 2.140 2.571 0.250 -3.3625701 3.816623 1.352909e-04 1.758781e-03
>hsa-mir-1228 2.767 3.229 0.750 -2.1059334 3.794181 1.481313e-04 1.870844e-03
>hsa-mir-1323 72.581  88.771 1.750 -5.6646686 3.791426 1.497850e-04 1.870844e-03
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>hsa-mir-132
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>hsa-mir-96
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>hsa-mir-363
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Tabla 8.17 miRNAs diferencialmente expresados en la comparacién de carcinomas papilares

versus carcinomas foliculares.

miRNAs Media PTC FTC log2fc stat pval pval.adjust
Shsa-mir-181b-1  15416.244 17372.571 4004.333 -2.1171773 8.516400 1.645895e-17 5.992760e-15
>hsa-mir-181b-2  15518.512 17484.143 4052.333 -2.1092223 8.511987 1.709775e-17 5.992760e-15
>hsa-mir-1247 91.049  105.200 8.500 -3.6295281 7.482849 7.272831e-14 1.699418e-11
>hsa-mir-574 1307.951  1446.486  499.833 -1.5330331 7.087917 1.361454e-12 2.385949e-10
>hsa-mir-744 923.146  1013.857  394.000 -1.3635868 6.608569 3.880534e-11 5.440508e-09
>hsa-mir-296 61.049 67.886  21.167 -1.6813139 6.581199 4.666695e-11 5.452255e-09
>hsa-mir-375 4623.268  5406.057  57.000 -6.5674710 6.061369 1.349677e-09 1.351605e-07
>hsa-mir-181c 2601.756  2875.857 1002.833 -1.5199102 5.978064 2.258053e-09 1.978619e-07
>hsa-mir-146b 70120.098 82014.771  734.500 -6.8029775 5.906388 3.496893e-09 2.723691e-07
>hsa-mir-6087 67.683 75.857  20.000 -1.9232850 5.879741 4.109100e-09 2.880479%e-07
>hsa-mir-328 714.293  775.800  355.500 -1.1258352 5.813516 6.117417e-09 3.319230e-07
>hsa-mir-3622a 18.707 21.229 4.000 -2.4079354 5.812478 6.155491e-09 3.319230e-07
>hsa-mir-3622b 18.707 21.229 4.000 -2.4079354 5.812478 6.155491e-09 3.319230e-07
>hsa-mir-23b 3377.293  3640.371 1842.667 -0.9822905 5.667729 1.447029e-08 7.041253e-07
>hsa-mir-21 15477.780 17216.343 5336.167 -1.6899031 5.660800 1.506687e-08 7.041253e-07
>hsa-mir-3168 8.902 10.371 0.333 -4.9595052 5.584523 2.343432e-08 1.026716e-06
>hsa-mir-551b 17.073 19.914 0.500 -5.3157318 5.385273 7.233481e-08 2.982747e-06
>hsa-mir-3614 1.902 2.200 0.167 -3.7224660 5.243234 1.577863e-07 6.144899e-06
>hsa-mir-1291 43.537 37.629  78.000 1.0516456 5.223875 1.752176e-07 6.464606e-06
>hsa-mir-1249 37.122 41.200  13.333 -1.6276068 5.078371 3.806839e-07 1.334297e-05
>hsa-mir-627 1.341 1.543 0.167 -3.2105670 4.987002 6.132336e-07 1.965741e-05
>hsa-mir-4791 3.659 4.229 0.333 -3.6651328 4.985843 6.169231e-07 1.965741e-05
>hsa-mir-4787 34.415 38.000  13.500 -1.4930400 4.869553 1.118510e-06 3.409024e-05
>hsa-mir-6503 5.512 6.257 1.167 -2.4231116 4.829374 1.369626e-06 4.000450e-05
>hsa-mir-196a-2 9.341 10.714 1.333 -3.0064263 4.816583 1.460378e-06 4.094899e-05
>hsa-mir-223 38.341 42.429  14.500 -1.5489832 4.803126 1.562072e-06 4.211586e-05
>hsa-mir-31 2878.707  3356.914  89.167 -5.2344874 4.757186 1.963104e-06 5.096799e-05
>hsa-mir-2277 14.902 16.200 7.333 -1.1434528 4.690370 2.727108e-06 6.827510e-05
>hsa-mir-629 38.024 41.943  15.167 -1.4675211 4.626373 3.721244e-06 8.995146e-05
>hsa-mir-146a 567.902  631.657 196.000 -1.6882880 4.520360 6.173463e-06 1.437179e-04
>hsa-mir-29c 606.488  660.086 293.833 -1.1676553 4.514202 6.355569e-06 1.437179e-04
>hsa-mir-4448 3.756 4.343 0.333 -3.7036070 4.501429 6.749797e-06 1.478627e-04
>hsa-mir-193b 375.976  415.771  143.833 -1.5313926 4.482928 7.362592e-06 1.563993e-04
>hsa-mir-130a 1346.390  1499.486  453.333 -1.7258236 4.467325 7.920393e-06 1.632999e-04
>hsa-mir-129-1 13.220 15.029 2.667 -2.4945985 4.460704 8.169074e-06 1.636149e-04
>hsa-mir-3934 9.610 10.629 3.667 -1.5354067 4.403204 1.066637e-05 2.070965e-04
>hsa-mir-27b 23072.634 24759.029 13235.333 -0.9035602 4.397888 1.093091e-05 2.070965e-04
>hsa-mir-184 6.195 7.171 0.500 -3.8422605 4.371457 1.234201e-05 2.276776e-04
>hsa-mir-152 441.780  345.486 1003.500 1.5383427 4.332648 1.473265e-05 2.648099e-04
>hsa-mir-4649 1.390 1.629 0.000 NA 4.322192 1.544867e-05 2.707379e-04
>hsa-mir-187 33.293 38.257 4.333 -3.1421800 4.301512 1.696365e-05 2.900371e-04
>hsa-mir-15a 391.415  418.371  234.167 -0.8372486 4.281649 1.855136e-05 3.096311e-04
>hsa-mir-196a-1 8.732 10.057 1.000 -3.3301486 4.266851 1.982513e-05 3.208143e-04
>hsa-mir-150 3286.195  3795.743  313.833 -3.5963118 4.263370 2.013670e-05 3.208143e-04
>hsa-mir-769 425.195  449.914  281.000 -0.6790800 4.227655 2.361396e-05 3.678531e-04
>hsa-mir-455 127.902  146.600  18.833 -2.9605248 4.213129 2.518568e-05 3.838079e-04
>hsa-mir-4661 2.512 2.829 0.667 -2.0850361 4.133137 3.578450e-05 5.280255e-04
>hsa-mir-147b 2.073 2.371 0.333 -2.8307189 4.130765 3.615581e-05 5.280255e-04
>hsa-mir-5193 1.073 1.229 0.167 -2.8819442 4.078274 4.537120e-05 6.441239%e-04
>hsa-mir-650 2.805 3.286 0.000 NA 4.075360 4.594321e-05 6.441239%e-04
>hsa-mir-511-1 6.415 7.171 2.000 -1.8422605 3.988207 6.657470e-05 8.974782e-04
>hsa-mir-511-2 6.415 7.171 2.000 -1.8422605 3.988207 6.657470e-05 8.974782e-04
>hsa-mir-129-2 16.488 18.886 2.500 -2.9172953 3.962727 7.409857e-05 9.763587e-04
>hsa-mir-186 2814.220  3008.829 1679.000 -0.8415997 3.959167 7.521165e-05 9.763587e-04
>hsa-mir-142 755.244  855.971  167.667 -2.3519667 3.893457 9.882592e-05 1.242016e-03
>hsa-mir-151b 3431.854  3682.886 1967.500 -0.9044730 3.892493 9.921953e-05 1.242016e-03
>hsa-mir-26a-2 42858.244 46054.914 24211.000 -0.9276924 3.881797 1.036874e-04 1.260721e-03
>hsa-mir-26a-1 42847.439 46049.143 24170.833 -0.9299071 3.880340 1.043107e-04 1.260721e-03
>hsa-mir-491 9.732 10.714 4.000 -1.4214638 3.843808 1.211400e-04 1.439308e-03
>hsa-mir-211 0.854 1.000 0.000 NA 3.806931 1.407020e-04 1.638112e-03
>hsa-mir-509-3 30.707 34.543 8.333 -2.0514218 3.803708 1.425461e-04 1.638112e-03
>hsa-mir-3194 1.049 1.200 0.167 -2.8479969 3.778868 1.575430e-04 1.756754e-03
>hsa-mir-509-1 29.951 33.657 8.333 -2.0139471 3.774126 1.605698e-04 1.756754e-03
>hsa-mir-509-2 29.951 33.657 8.333 -2.0139471 3.774126 1.605698e-04 1.756754e-03
>hsa-mir-1323 55.366 64.771 0.500 -7.0172857 3.770540 1.628944e-04 1.756754e-03
>hsa-mir-381 52.610 60.000 9.500 -2.6589631 3.732160 1.898447e-04 1.973023e-03
>hsa-mir-101-1 1885.366  2016.771 1118.833 -0.8500524 3.729232 1.920645e-04 1.973023e-03
>hsa-mir-101-2 1876.561  2007.400 1113.333 -0.8504425 3.726932 1.938250e-04 1.973023e-03
>hsa-mir-4532 235.756  254.457  126.667 -1.0063858 3.726436 1.942063e-04 1.973023e-03
>hsa-mir-376c 2.415 2.800 0.167 -4.0703893 3.717660 2.010770e-04 2.011271e-03
>hsa-mir-33a 3.098 3.457 1.000 -1.7895802 3.714371 2.037094e-04 2.011271e-03
>hsa-mir-1245a 0.634 0.743 0.000 NA 3.670421 2.421510e-04 2.325313e-03
>hsa-mir-1245b 0.634 0.743 0.000 NA 3.670421 2.421510e-04 2.325313e-03
>hsa-mir-370 21.927 25.000 4.000 -2.6438562 3.660212 2.520071e-04 2.387256e-03
>hsa-mir-494 7.805 9.143 0.000 NA 3.650041 2.621982e-04 2.450679e-03
>hsa-mir-431 14.268 16.314 2.333 -2.8056715 3.642376 2.701331e-04 2.491623e-03
>hsa-mir-1913 2.122 2.400 0.500 -2.2630344 3.610357 3.057757e-04 2.783750e-03
>hsa-mir-218-1 96.488  104.714  48.500 -1.1104016 3.603745 3.136653e-04 2.818966e-03
>hsa-mir-9-1 4.098 4.657 0.833 -2.4824795 3.555298 3.775510e-04 3.267448e-03
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>hsa-mir-9-2
>hsa-mir-9-3
>hsa-mir-18la-2
>hsa-mir-18la-1
>hsa-mir-758
>hsa-mir-1306
>hsa-mir-155
>hsa-mir-382
>hsa-mir-485
>hsa-mir-4443
>hsa-mir-659
>hsa-mir-29a
>hsa-mir-125b-1
>hsa-mir-20b
>hsa-mir-487b
>hsa-mir-4449
>hsa-mir-106a
>hsa-mir-1227
>hsa-mir-410
>hsa-mir-205
>hsa-mir-15b
>hsa-mir-345
>hsa-mir-1914
>hsa-mir-660
>hsa-mir-541
>hsa-mir-3065
>hsa-mir-338
>hsa-mir-3129
>hsa-mir-1277
>hsa-mir-5683
>hsa-mir-181d
>hsa-mir-4687
>hsa-mir-612
>hsa-mir-219-1

>hsa-mir-548ae-2

>hsa-mir-371a
>hsa-mir-371b
>hsa-mir-766
>hsa-mir-3926-1
>hsa-mir-3195
>hsa-mir-342
>hsa-mir-767
>hsa-mir-323a
>hsa-mir-548j
>hsa-mir-654
>hsa-mir-27a
>hsa-mir-4536-1
>hsa-mir-4536-2
>hsa-mir-4797
>hsa-mir-1226
>hsa-mir-411
>hsa-mir-5571
>hsa-mir-369
>hsa-mir-1266
>hsa-mir-3940
>hsa-mir-548y
>hsa-mir-362
>hsa-mir-592
>hsa-mir-34c
>hsa-mir-496
>hsa-mir-454
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-2.4824795
-1.3563659
-1.3658175
-2.4646683
-0.9479841
-1.2496122
-2.2293035
-2.4353500
-1.6631489
-1.0406420
-0.6844874
-1.6745136
1.4829200
-2.7640185
1.6456975
1.4250216
3.1572974
-1.8290138
-5.9778227
-0.8382697
-1.3421749
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0.6001460
NA
-1.2052138
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-3.1561192
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-1.1086188
-1.7776076
3.4672443
-1.3235759
-2.0879477
-2.0879477
-0.9995206
NA
-1.1926451
-0.8600303
-5.2885695
-3.9870609
1.7894330
-1.6330411
-0.6357384
NA

NA

NA
3.3756785
-1.7770063
NA
-2.2457564
-1.2500954
-1.2105670
2.7248928
2.0846229
-1.2105670
-1.4743433
NA
1.6592666

.555298
.555298
.516986
.497249
.494040
.480199
.441859
.414997
.411396
.407437
.405628
.312926
.307164
.262609
.231558
.222427
.176435
.174320
.110814
.110123
.100159
.089026
.045009
.000486
.992620
.980627
.980627
.954113
.947868
.941950
.922505
.898733
.885238
.880332
.873176
.868699
.868699
.866925
.866905
.849897
.833298
.783718
. 772682
.755686
.752089
. 745187
.735614
.735614
.727761
.721186
.715793
.715606
.710624
.708980
.691937
.678162
.653381
.639315
.633772
.604772
.604379

.775510e-04
.775510e-04
.364771e-04
.700837e-04
.757703e-04
.010422e-04
.777317e-04
.378272e-04
.463109e-04
.557595e-04
.601213e-04
.232547e-04
.424554e-04
.103919e-03
.231174e-03
.271095e-03
.490973e-03
.501882e-03
.865726e-03
.870092e-03
.934171e-03
.008137e-03
.326733e-03
.695494e-03
.765939%e-03
.876590e-03
.876590e-03
.135696e-03
.199738e-03
.261531e-03
.472283e-03
.746734e-03
.911174e-03
.972565e-03
.063676e-03
.121633e-03
.121633e-03
.144807e-03
.145074e-03
.373335e-03
.607040e-03
.373981e-03
.559645e-03
.856926e-03
.921641e-03
.047638e-03
.226405e-03
.226405e-03
.376571e-03
.504812e-03
.611732e-03
.615460e-03
.715674e-03
.749036e-03
.103829e-03
.402744e-03
.968984e-03
.307366e-03
.444219e-03
.193553e-03
.204104e-03

.267448e-03
.267448e-03
.731347e-03
.970225e-03
.970416e-03
.132125e-03
.709185e-03
.139275e-03
.141611e-03
.141611e-03
.141611e-03
.034799e-03
.103884e-03
.232417e-03
.084765e-03
.281638e-03
.074306e-02
.074306e-02
.310935e-02
.310935e-02
.342429e-02
.380102e-02
.583534e-02
.799563e-02
.829173e-02
.867120e-02
.867120e-02
.016627e-02
.039106e-02
.059760e-02
.173277e-02
.324301e-02
.405029e-02
.421414e-02
.421414e-02
.421414e-02
.421414e-02
.421414e-02
.421414e-02
.533643e-02
.647160e-02
.062732e-02
.142993e-02
.284564e-02
.294500e-02
.338106e-02
.383496e-02
.383496e-02
.409880e-02
.409880e-02
.409880e-02
.409880e-02
.428315e-02
.428315e-02
.582578e-02
.706660e-02
.961885e-02
.056854e-02
.082343e-02
.389168e-02
.389168e-02
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Tabla 8.18 miRNAs diferencialmente expresados en la comparacién de carcinomas papilares

BRAFY%E versus BRAFT,

miRNAs Media No Mut Mut  log2fc  stat pval pval.adjust
Shsa-mir-130b 139.086  207.867  87.50 -1.2483035 4.048428 5.156269e-05 0.01183576
>hsa-mir-135b 104.086  72.400 127.85 0.8203906 4.040760 5.327837e-05 0.01183576
>hsa-mir-129-2 21.257 3.067  34.90 3.5084838 3.853301 1.165360e-04 0.01183576
>hsa-mir-1323 73.486  166.533 3.70 -5.4921419 3.789117 1.511838e-04 0.01183576
>hsa-mir-129-1 16.714 2.733  27.20 3.3148733 3.778333 1.578816e-04 0.01183576
>hsa-mir-203a 189.400  100.667  255.95 1.3462760 3.735078 1.876572e-04 0.01183576
>hsa-mir-203b 189.143  100.400  255.70 1.3486929 3.733294 1.889921e-04 0.01183576
>hsa-mir-654 78.943  152.533  23.75 -2.6831251 3.707396 2.094012e-04 0.01183576
>hsa-mir-411 81.000 160.467  21.40 -2.9065909 3.696339 2.187306e-04 0.01183576
>hsa-mir-485 72.171  147.200  15.90 -3.2106790 3.641892 2.706415e-04 0.01318024
>hsa-mir-133a-1 141.971  211.533  89.80 -1.2360977 3.574477 3.509289e-04 0.01387994
>hsa-mir-133a-2 141.971  211.533  89.80 -1.2360977 3.574477 3.509289e-04 0.01387994
>hsa-mir-371a 8.086  17.467 1.05 -4.0561431 3.540736 3.990127e-04 0.01387994
>hsa-mir-371b 8.086  17.467 1.05 -4.0561431 3.540736 3.990127e-04 0.01387994
>hsa-mir-431 19.571  40.933 3.55 -3.5273852 3.518227 4.344399e-04 0.01410481
>hsa-let-7e 12318.486 9194.067 14661.80 0.6732872 3.481973 4.977334e-04 0.01514976
>hsa-mir-187 43.486  85.667  11.85 -2.8538469 3.378455 7.289424e-04 0.01986743
>hsa-mir-377 19.914  40.400 4.55 -3.1504168 3.376434 7.343199e-04 0.01986743
>hsa-mir-381 71.171  142.333  17.80 -2.9993244 3.325395 8.829336e-04 0.02191469
>hsa-mir-133b 10.886  16.933 6.35 -1.4150375 3.315820 9.137474e-04 0.02191469
>hsa-mir-887 59.371  84.533  40.50 -1.0615984 3.306413 9.449865e-04 0.02191469
>hsa-mir-145 1364.943 1863.067  991.35 -0.9102129 3.240517 1.193131e-03 0.02504015
>hsa-mir-34a 1416.914  759.400 1910.05 1.3306785 3.222483 1.270846e-03 0.02504015
>hsa-mir-29a 5262.657 4003.467 6207.05 0.6326580 3.199257 1.377822e-03 0.02504015
>hsa-mir-873 23.114  38.533  11.55 -1.7382141 3.192367 1.411120e-03 0.02504015
>hsa-mir-7-2 54.800 108.400  14.60 -2.8923245 3.191584 1.414951e-03 0.02504015
>hsa-let-7i 34208.400 23488.533 42248.30 0.8469367 3.186575 1.439680e-03 0.02504015
>hsa-mir-483 39.457  75.000  12.80 -2.5507468 3.134010 1.724350e-03 0.02842926
>hsa-mir-3529 52.800 104.200  14.25 -2.8703215 3.127007 1.765959e-03 0.02842926
>hsa-mir-1285-2 22.857  28.600  18.55 -0.6245960 3.119812 1.809666e-03 0.02842926
>hsa-mir-940 15.114  22.467 9.60 -1.2266798 3.095044 1.967839e-03 0.02994804
>hsa-mir-301b 8.771  14.067 4.80 -1.5511742 3.037508 2.385430e-03 0.03520317
>hsa-mir-365a 53.029  75.600  36.10 -1.0663874 3.013447 2.582982e-03 0.03643809
>hsa-mir-758 5.543  10.933 1.50 -2.8656989 3.009271 2.618754e-03 0.03643809
>hsa-mir-432 62.086 118.200  20.00 -2.5631581 2.960854 3.067874e-03 0.04042391
>hsa-mir-375 5919.714 3063.733 8061.70 1.3957934 2.960518 3.071221e-03 0.04042391
>hsa-mir-29b-1 164.400 126.600 192.75 0.6064535 2.945036 3.229166e-03 0.04067485
>hsa-mir-370 30.029  61.533 6.40 -3.2652243 2.942349 3.257329e-03 0.04067485
>hsa-mir-2114 3.086 5.200 1.50 -1.7935491 2.925055 3.443953e-03 0.04193013
>hsa-mir-373 9.229  17.667 2.90 -2.6069051 2.916668 3.537922e-03 0.04202361
>hsa-mir-365b 56.886  78.200  40.90 -0.9350678 2.878813 3.991744e-03 0.04486274
>hsa-mir-1910 3.200 5.000 1.85 -1.4344028 2.868339 4.126329e-03 0.04486274
>hsa-mir-376a-1 5.457  11.333 1.05 -3.4321110 2.860879 4.224682e-03 0.04486274
>hsa-mir-410 35.800  73.400 7.60 -3.2717087 2.856728 4.280322e-03 0.04486274
>hsa-mir-219-1 11.086  17.867 6.00 -1.5742361 2.853682 4.321582e-03 0.04486274
>hsa-mir-221 28817.571 17859.333 37036.25 1.0522598 2.853088 4.329669e-03 0.04486274
>hsa-mir-3928 4.714 6.667 3.25 -1.0365259 2.812113 4.921718e-03  0.04993493
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