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Thyroid cancer (TC) is the first malignant tumor in endocrine glands, and it is estimated that by 2030 it will jg;gsgggd-mg/ 0000-0003-
be in the top five cancers worldwide. In Chile, TC was recently included as pathology No. 82 with Explicit (http; J/orcid.org/0000-0003-

Health Guarantees, which implies allocating significant public and private resources to the treatment of 0243-2870
patients with a cancer that is on the rise. There are groups of young patients with small tumors that present Recibido el 20230412
a more aggressive clinical behavior, where decision-making could be advanced. Specifically, a group of aceptado para pub“cad({n ol

patients under 55 years of age with tumors less than 2 cm in size but with regional metastases, that lack 2023-07-10
indication for radioiodine therapy and could require complementary treatment or present a worse evolution. c .
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Clinical and molecular tools to guide appropriate treatment in patients with lymph node metastases are Dr. Patricio Cabané Toledo
limited and have not been updated. There are tumorigenicity and prognostic factors, such as Epithelial- patricio.cabane@indisa.cl

Mesenchymal Transition (EMT) and Cancer Stem Cells (CSC) markers that have been incorporated into

the study of other tumors and recently in thyroid cancer. Studies linking EMT and CSC with TC currently

point to molecular and genetic description, with few reports clinically correlating these findings (particu-

larly in subgroups with particular characteristics of aggressiveness) and proposing them as tumorigenicity @ (%) ;
and prognosis markers. The description of these biomarkers in the described population could facilitate AT
decision-making regarding follow-up, surgical therapy, and radioiodine therapy.
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Resumen

El cancer de tiroides (CT) es el primer tumor maligno en glandulas endocrinas, y se estima que al 2030
estara en el top cinco de cancer a nivel mundial. En Chile, el CT fue incluido, recientemente, como la
patologia N° 82 con Garantias Explicitas de Salud, lo que implica destinar importantes recursos publicos
y privados al tratamiento de pacientes con un cancer que va en aumento en el mundo. Existen grupos de
pacientes jovenes con tumores pequefios que presentan un comportamiento clinico mas agresivo desde el
inicio, donde se podria adelantar la toma de decisiones. Especificamente, destaca un grupo de pacientes
menores de 55 afios con tumores pequeiios menores de 2 cm, pero con metastasis regionales, que quedan
fuera de la indicacion de radioyodoterapia y podrian requerir tratamiento complementario o presentar peor
evolucion. Las herramientas clinicas y moleculares para guiar el tratamiento adecuado en pacientes con
metastasis linfonodales son limitadas y no han sido actualizadas hasta el momento. Existen factores de
tumorigenicidad y pronostico, tales como los marcadores de Transicion Epitelio-Mesenquimal (TEM) y
Cancer Stem Cells (CSC) que se han incorporado al estudio de otros tumores y recientemente en cancer
de tiroides. Actualmente estudios que relacionan TEM y CSC con CT apuntan a la descripcion molecular
y genética, con escasos reportes que correlacionen, clinicamente, estos hallazgos, (particularmente en
subgrupos con caracteristicas particulares de agresividad) y que los propongan como marcadores de tumo-
rigenicidad y pronodstico. La descripcion de estos biomarcadores en la poblacién descrita podria facilitar
la toma de decisiones en cuanto a seguimiento, terapia quirargica y radioyodoterapia.

Palabras clave: neoplasia de cabeza y cuello; neoplasias tiroideas; biomarcadores; investigacion trasla-
cional; biomédica.
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Relevancia del tema y planteamiento del
problema

El cancer de tiroides (CT) es el primer tumor
maligno en glandulas endocrinas, y se estima que
al 2030 estara en el top cinco de cancer a nivel
mundial, siendo actualmente el 2,1% de los casos
de cancer a ese nivel. Al 2017, la Sociedad Ameri-
cana contra el cancer, estima 56.870 nuevos casos
de cancer de tiroides en Estados Unidos'. Se ha
observado un cambio porcentual anual de inciden-
cia de 1,5% antes de 1996 a 6,8% después de 1996,
aumentando la incidencia 3 veces por década®®. Se
ha atribuido este aumento a mayor diagnoéstico (50%
de los casos), pero también hay factores asociados
ambientales (exposicion a radiaciones en menores
de 20 anos, diferencias raciales, obesidad, mayor
consumo de yodo, y también factores genéticos que
contribuyen)'.

Actualmente, no se cuenta con datos chilenos
respecto a la carga econdémica del CT a nivel guber-
namental ni individual. A modo de referencia, en
EEUU se describe que el CT implica costos nacio-
nales anuales en torno a los US$ 1.6 billones, con
predicciones que duplican este valor hacia el 2030.
Al nivel individual, multiples estudios informan al
CT como la patologia oncoldgica con mayor carga
financiera, riesgo de bancarrota y acumulacion de
deuda, presentando copagos de hasta US$17.000
durante el afio del diagnéstico y hasta US$50.000
en los siguientes 5 afios. Este distrés financiero se
asocia a mayor trastornos de ansiedad, depresion y
empeoramiento del rendimiento laboral/social®.

El CT se desarrolla en dos tipos celulares, donde
mas del 90% son derivados de células foliculares y
el restante 3-5% derivadas de células parafolicula-
res. Los tumores derivados de células foliculares se
pueden clasificar segiin su morfologia en tumores
diferenciados (CDT - cancer papilar y cancer fo-
licular) y en pobremente diferenciados. El cancer
papilar de tiroides es el mas frecuente y tiene varios
subtipos con distinta morfologia histologica y com-
portamiento clinico (clasico, células altas, variedad
esclerosante)’.

Estudios epidemiologicos chilenos estiman que
el CT presenta una incidencia mayor a 7,86 casos
por 100.000 personas/afio (2011-2012), destacando
una edad promedio de 45,08 afios y predominio fe-
menino (85,3%). Se observa, ademas, una distribu-
cion histologica concordante con lo descrito a nivel
internacional, con importante predominio del cancer
papilar (91,8%) sobre el resto (folicular 5,1%, me-
dular 2,2%, anaplasico 0,12%, linfoma 0,08%)°. En
Chile, el CT fue incluido recientemente como la pa-
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tologia N° 82 con Garantias Explicitas de Salud, lo
que implica destinar importantes recursos publicos
y privados al tratamiento de pacientes con un cancer
que va en aumento en el mundo. Resulta interesante
destacar, que de los estudios descritos previamen-
te, solo 23,3% de la tiroidectomias registradas se
realizaron en hospitales de la red MINSAL, lo
cual sugiere una pesquisa y resolucioén quirurgica
insuficiente para ese afio (2011-12)°. Sin duda,
resulta crucial realizar estudios epidemiologicos
descriptivos desde la implementacion del CT como
patologia GES. Y desde nuestro punto de vista,
evaluar marcadores de prondstico y agresividad que
permitan categorizar mejor los grupos de pacientes,
definir de manera especifica el tipo de tratamiento
que necesitan y gestionar, eficientemente, los costos
asociados al tratamiento.

El tratamiento estandar del CDT corresponde
a la resolucion quirurgica con posterior ablacion
con radioyodo (RI), en caso de requerirse. Para
definir lo anterior, la American Thyroid Association
(ATA) propone la estratificacion de los pacientes
en 3 grupos (alto, intermedio y bajo riesgo) segiin
el riesgo de recurrencia o persistencia de enferme-
dad. En pacientes de bajo riesgo, habitualmente no
se recomienda el uso de radioyodoterapia como
tratamiento complementario. Por definicion, estos
pacientes presentan una baja mortalidad, con riesgo
de persistencia o recurrencia de enfermedad en torno
al 3%. Segtn las guias ATA 2015, el rol de marca-
dores moleculares como guia para la indicacion de
RI, atin no ha sido establecido y, consecuentemente
no puede ser recomendado’®.

Existen grupos de pacientes jovenes con tumores
pequeiios que presentan un comportamiento clinico
mas agresivo desde el inicio, donde se podria ade-
lantar la toma de decisiones y evitar posibles com-
plicaciones por sub o sobretratamiento. Especifica-
mente, corresponden a pacientes jovenes (< 55 afios)
con tumores pequefios, de menos de 2 cm, pero
con metastasis regionales que quedan fuera de la
indicacion de radioyodoterapia y podrian requerir
tratamiento complementario o presentar peor evolu-
cion. Existen trabajos recientes que reportan mayor
compromiso linfonodal y necesidad de cirugias
linfonodal, y otros que reportan que estos pacien-
tes tendrian una peor sobrevida’. En particular, en
nuestra practica hemos detectado mayor necesidad
de realizar disecciones linfonodales por metastasis
en pacientes jovenes con diferencia estadisticamente
significativa (13 a 36% de 2004-2014)"°.

Considerando lo anterior, resultaria interesante
evaluar marcadores de transicion epitelio-mesenqui-
mal (TEM) y cancer stem cells (CSC) en pacientes
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jovenes con CT papilar (CPT) con metastasis linfo-
nodales y que presentaron recidiva. De esta forma se
podra incluir estos factores prondsticos en la toma
de decisiones de tratamiento de pacientes diagnosti-
cados con cancer de tiroides.

Importancia de establecer un perfil
oncoldgico

Considerando la existencia de un grupo de pa-
cientes cuyos tamafios tumorales en CPT no condi-
cen con su comportamiento clinico (manifestandose
de una forma mas agresiva, con presencia de metas-
tasis regional y recidiva precoz), resultaria crucial
la caracterizacion molecular de dichos tumores.
La identificacion de marcadores de diferenciacion
y tumorigenicidad permitiran describir factores de
pronodstico en cancer papilar de tiroides, y actuar
de forma consecuente mediante la adaptacion de
las guias de tratamiento; aspecto clave para una
patologia perteneciente a las Garantias Explicitas
en Salud (GES).

Es importante contar con mayor conocimiento
de los factores moleculares y genéticos, ademas de
distintos modelos que permitan evaluar sensibilidad
a terapias de alto costo para definir, y hacer mas
eficiente y costo/efectivo la decision de terapias en
cancer de tiroides. Con factores moleculares y gené-
ticos como estos, se podria definir con anterioridad
la necesidad de tratamiento complementario y de
seguimiento de los pacientes con cancer de tiroides,
permitiendo un control mas adecuado de la enferme-
dad en casos seleccionados.

Especificamente, resultaria factible medir marca-
dores de TEM y CSC en pacientes jovenes con CPT
con tumores pequeflos y metastasis linfonodales. De
esta forma se podran identificar patrones molecu-
lares propios de este grupo, e incluir estos factores
prondsticos en la toma de decisiones de tratamiento
de pacientes diagnosticados con CT.

En este grupo de pacientes, se ha observado ma-
yor compromiso linfonodal y, posiblemente peor
prondstico, por lo que urge tener marcadores mo-
leculares que permitan optimizar la indicaciones
de tratamiento. La implementacion de esta linea
de investigacion busca llenar un vacio dentro de
una tematica que ha sido ampliamente estudiada
en los ultimos afios y, consecuentemente, potenciar
el cuidado que reciben estos pacientes. No solo
significa potenciales cambios en seguimiento y
tratamiento, sino reduccion en morbimortalidad,
mejor aplicacion de las GES y el consecuente
ahorro fiscal.
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Analisis del estado del arte

Habitualmente, el cancer de tiroides derivado de
c¢lulas foliculares se trata con cirugia y radioyodo-
terapia. Los métodos clasicos de diagndstico son
imagenes (ecografia — clasificacion TIRADS)'!?
y puncion con aguja fina (citologia)'®. Esta Gltima
permite clasificar la probabilidad de cancer de tiroi-
des segun los “Criterios de Bethesda” de I a VI. Los
hallazgos de Bethesda III y IV se describen como
inciertos o sospechosos, lo que dificulta la toma
de decisiones terapéuticas. Existen sugerencias en
guias clinicas americanas y europeas de utilizar
marcadores moleculares para mejorar la eficiencia
en el diagnostico por puncioén buscando marcadores
especificos como mutacion BRAF v600e o TERT, o
utilizando clasificadores genéticos como AFIRMA®
o Thyroid PRINT®. Sin embargo, su uso no esta
ampliamente difundido por su alto costo”!'*!¢, Hay
evidencia de costo mas elevado de los cuidados aso-
ciados a pacientes evaluados y seguidos con uso de
clasificador genético versus manejo habitual (2.400
dolares mas caro)'’.

Estos marcadores genéticos descritos se utilizan
en algunos centros para tomar decisiones terapéuti-
cas, mediante el cambio en la clasificacion de riesgo
del paciente y, consecuentemente, modificacion de
la terapia. Sin embargo, no hay evidencia suficiente
de que estos marcadores por si solos, permitan una
toma de decisiones categorica’.

En las guias clinicas ATA, la presencia de me-
tastasis linfonodales es un factor de riesgo de recu-
rrencia y permite clasificar a los pacientes en grupos
de riesgo de recurrencia (bajo, intermedio y alto),
segun lo cual se indica tratamiento con radioyodo’.
Desde las guias ATA 2015 se han propuesto nuevos
conceptos como la densidad linfonodal (DL) como
predictor de recurrencia y algunos han descrito que
la presencia de metastasis linfonodales en pacientes
jovenes empeora el prondstico. Pero atn no hay
cambios en las guias que propongan un cambio de
tratamiento especifico'®.

En nuestra casuistica hemos encontrado que en
la actualidad se realizan 2,5 veces mas disecciones
linfonodales que en la década anterior, con 2,3
veces mas diagnostico de metastasis linfonodales
que previamente!?. Sin embargo, la DL es menor,
probablemente, debido a la estandarizacion de la
técnica de diseccion linfonodal. En el grupo etario
menor de 55 afos se describe un mejor prondstico
y no existe etapa Il y IV en las Guias Clinica de la
AJCC. Sin embargo, hallazgos recientes evidencian
que tendrian peor pronostico al tener metastasis
linfonodales y podrian beneficiarse con tratamientos
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complementarios. No existen marcadores molecu-
lares que permitan caracterizar mejor este grupo de
pacientes”".

Las herramientas clinicas y moleculares para
guiar el tratamiento adecuado en pacientes con
metastasis linfonodales son limitadas y no han sido
actualizadas hasta el momento. Existen nuevos fac-
tores de tumorigenicidad y prondstico que se han
incorporado al estudio de otros tumores y reciente-
mente en cancer de tiroides. La aplicacion de estos
marcadores en la toma de decisiones clinicas debe
ser estudiada en detalle.

En diversos tipos de cancer se ha establecido
la presencia de cancer stem cells y patrones de
desdiferenciacion (transicion epitelio mesenqui-
mal - TEM) que presentan caracteristicas clinicas
mas agresivas.

Especificamente, la TEM corresponde a un pro-
ceso celular mediante el cual una célula epitelial
adquiere un fenotipo y comportamiento mesenqui-
mal secundario al downregulation de marcadores
epiteliales especificos (como citoqueratina y E-
cadherina) y aumento de marcadores mesenquima-
les (como fibronectina, N-cadherina y vimentina).
Consecuentemente, estas células adquieren una
morfologia tipo fibroblasto, con pérdida de la po-
laridad apico-basal e interaccion con la membrana
basal (propio de células epiteliales), y manifiestan
una capacidad migratoria aumentada y propiedades
invasivas'. Este proceso esta modulado por comple-
jas vias moleculares y, consecuentemente, se puede
describir segun ciertos marcadores moleculares. Los
factores de transcripcion (FT-TEM) involucrados
en este proceso, corresponden a Zebl, Zeb2, Snaill,
Snail2 (Slug), y Twistl, encargados de silenciar

Tabla 1. Comparacién entre las caracteristicas representativas de las CSC y el fenémeno de TEM
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genes expresados en células epiteliales e inducir
aquellos propios de células mesenquimales®. A nivel
postraduccional, la expresion aumentada de ciertas
proteinas como N-cadherina, vimentina, fibronectina
(entre otras como MMP-2,3,9, SOX 10 y FOX C2) y
la regulacion a la baja de E-cadherina, citoqueratina,
ocludinas y desmoplaquina permiten identificar este
proceso celular?' (Tabla 1).

Actualmente, la caracterizaciéon molecular del
cancer de tiroides se encuentra incompleta y, conse-
cuentemente, no presenta una utilidad clinica clara
de momento. Estudios recientes que analizaron los
niveles de mRNA de cinco FT-TEM en cancer pa-
pilar de tiroides, describen un alza significativa de
Twist1 con respecto a tejidos sanos. Por el contrario,
Snaill, Snail2, Zebl y Zeb2 presentaron una dismi-
nucion significativa a nivel transcripcional. Respecto
a niveles de mRNA para E-Cadherina, se evidencio
una tendencia a la disminucion, al igual que en los
niveles proteicos. En contraste, no se aprecio varia-
cion en los niveles de vimentina®.

Por otro lado, Snaill corresponde a uno de los
principales reguladores en el desarrollo tumoral e
invasividad, caracterizado principalmente, en can-
cer de mama y pulmonar. A nivel de tiroides falta
profundizar su rol, sin embargo, se han definido
interacciones particulares entre este factor y fargets
moleculares que podrian dilucidar mecanismos de
carcinogénesis en este tipo de cancer. Respecto
a lo anterior, destacan: interaccion entre Snaill y
BRAF v600E para la corregulacion de habilidades
migratorias en células de CT, induccion de desdife-
renciacion celular y formacion de CSC, adquisicion
de fenotipo quimiorresistente ¢ interrelacion con
algunos miRNAs para la regulacion de la TEM. La

Caracteristica Cancer Stem Cells (CSC) Transicion Epitelio-Mesenquimal (TEM)

Definicion Subpoblacion de células dentro de un tumor que poseen  Proceso bioldgico en el cual células epiteliales adquieren
caracteristicas de células madre; conocidas como células  un fenotipo y comportamiento de células mesenquimales
iniciadoras de tumores

Propiedades Auto-renovacion, capacidad de diferenciacion, resistencia  Pérdida de la polaridad celular e interaccion con la mem-
a tratamientos, poblacion heterogénea, fenotipo inestable, brana basal, cambios en la expresion génica, adquisicion
metastasis de motilidad, invasion, metastasis

Papel en el Tumor Iniciacién, progresion y resistencia a tratamientos del Contribuye a la invasion local, migracién y formacion de
tumor metastasis

Marcadores Ejemplos: CD44, CD133, CD123, CD33, ALDHI1, Ejemplos: Zebl, Zeb2, Snaill, Snail2 (Slug), Twist, N-
EpCAM, Sox2, Oct-%, Nanog, Nestin, Notch, etc. cadherina, vimentina, fibronectina, etc.

Contexto biologico Las CSC pueden experimentar TEM para adquirir ca- La TEM es un proceso bioldgico que puede ocurrir duran-

racteristicas mesenquimales y contribuir a la invasion y

metastasis
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la progresion tumoral

te el desarrollo embrionario, la cicatrizacion de heridas y
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mejor caracterizacion de este factor de transcripcion
podria tener implicancia pronosticas para el CT?.

Un reciente metanalisis buscd determinar la
significancia clinicopatologica de niveles de E-
Cadherina detectados mediante inmunohistoquimica
(IHQ) en CT. La revision de 46 estudios, con mas
de 2.200 pacientes mostr6 asociacion significativa
entre la expresion negativa de E-cadherina y el
riesgo de CPT (OR = 14,31) ademas de cancer foli-
cular de tiroides. El mismo resultado se describi6 en
asociacion con metastasis linfonodal (OR = 3,21),
diferenciacion tumoral (OR = 0,25) y estadio TNM
(OR =4,85) de CT=.

Por otro lado, las CSC o células iniciadoras de
tumores, corresponden a células cancerigenas que
comparten caracteristicas con células madres o tron-
cales. En particular, destaca su habilidad de diferen-
ciacion a otras lineas celulares y de auto renovacion
celular, ya sea simétrica (genera dos stem cells) o
asimétrica (genera una stem cell y una célula dife-
renciada). Debido a su rapida diferenciacion celular,
son causa de formacion tumoral, invasion, metastasis
e incluso resistencia a la quimioterapia. Existen mul-
tiples métodos de deteccion; destacamos la caracte-
rizacion de CSC mediante el uso de biomarcadores
celulares, los cuales corresponden, generalmente, a
antigenos de membrana y factores de transcripcion.
Estos marcadores pueden diferenciarse segun su pre-
sencia en tumores solidos y canceres hematologicos.
En el primer grupo destacan, principalmente, a nivel
superficial: CD44, CD133 y EpCAM; y a nivel intra-
celular: Sox2, Oct-¥% y Nanog?** (Tabla 1).

Respecto a la presencia de células tumorales
CD44+, se evidencid que su presencia se asocia con
acortamiento de la sobrevida libre de progresion
(OR = 2,96) en CPT?. Por otro lado, Kiziridou et
al.”’, describe que la inmunotincion de CD44 es,
especialmente, aparente en CPT en contraste con
otras histologia y tejido normal, constituyendo un
posible factor prondstico de comportamiento malig-
no. También se ha visto que la deteccion de células
tumorales CD44+ y/o CD24- tienen implicancias
pronosticas en CPT. Especificamente, se identifico
una asociacion negativa significativa entre sobrevida
libre de recurrencia y dos variables: la combinacion
CD44+/CD24— y CD24- de forma aislada. Por otro
lado, CD44+/CD24— también se asocio, fuertemen-
te, con extension extra-tiroidea macroscopica®.

Ke et al.”, describe un equilibrio dinamico entre
células CD133+ y CD133- durante la progresion del
CT. CD133+ corresponde a una poblacion celular
mas indiferenciada y radio-resistente, contribuyen-
do consecuentemente a la recurrencia en CT. Por
lo tanto, los autores sugieren que la proporcion de
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CD133+ podria determinar el grado de malignidad,
y por ende constituir un importante factor pronds-
tico y potencial target terapéutico que debe ser
estudiado. Un estudio reciente buscé caracterizar la
expresion de SOX2 mediante IHQ en diversos tipos
histologicos de CT. Se evidencié inmunotincion,
exclusivamente, en carcinomas pobremente dife-
renciados y anaplasicos; no se evidencio SOX2 en
las restantes histologias (papilar, folicular, medular
y células de Hurthle)*.

Como destacamos, la mayoria de los estudios
apuntan a la descripcion molecular y genética en
tejidos de CT, con escasos reportes que correlacio-
nen, clinicamente, estos hallazgos, (particularmente
en subgrupos con caracteristicas particulares de
agresividad) y que los propongan como marcadores
de tumorigenicidad y pronostico.

Conclusiones

La descripcion de nuevos marcadores aplicados
al diagnoéstico y manejo de los pacientes con cancer
de tiroides, particularmente el subgrupo descrito,
implica facilitar la toma de decisiones en cuanto a
terapia quirargica y radioyodoterapia. Su aplicacion
incluso podria traducir una sugerencia de cambios
en las guias clinicas de manejo de esta enfermedad.
Ademas, con nuevos marcadores se amplia la posi-
bilidad de disminuir los costos asociados a estos es-
tudios. En la actualidad, los pacientes deben costear
en forma privada los marcadores moleculares y ge-
néticos descritos previamente, pero se ha propuesto
incluirlos en los protocolos GES y Guias de Manejo
de Cancer de Tiroides MINSAL y de la Sociedad
Chilena de Endocrinologia y Diabetes. Tener una
mejor clasificacion de los riesgos de recurrencia y
agresividad permitira al Sistema de Salud Estatal
acotar los costos y decidir mejor el tratamiento para
cada paciente, evitando recurrencias y mayores
gastos en salud.

En conclusion, es de vital importancia que se
establezcan proyectos colaborativos basico-clinicos
para identificar nuevos marcadores que permitan
hacer mas eficiente el diagnostico, decidir conductas
terapéuticas segun riesgo de recidiva o poblaciones
de riesgo y contar con métodos de deteccion precoz
para el seguimiento.

Responsabilidades éticas

Proteccion de personas y animales. Los autores
declaran que en este manuscrito no se han realizado
experimentos en seres humanos ni animales.
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