Oviedo, 2023

Biomarcadores de metilacion del
ADN para el diagnostico precoz
del cancer de tiroides

Tesis doctoral
«. Paula Morales Sanchez

& - Directores a
; Elias Delgado Alvarez i e
Mario Fernandez Fraga , o ¢
A : 1
o o N ¢ "
) ,.

o Vs ,Uni\_f'ersidé'd"dé'Oviedo

R . | Programa Oficial de Doctorado
Tt de Ciencias de la Salud

"



UNIVERSIDAD DE OVIEDO

PROGRAMA OFICIAL DE DOCTORADO EN CIENCIAS
DE LA SALUD

ook
2

=£‘r\

Universidad de Oviedo

Biomarcadores de metilacion del ADN para el diagnostico precoz del
cancer de tiroides

DNA methylation biomarkers for early diagnosis of thyroid cancer

TESIS DOCTORAL
Paula Morales Sanchez

2023






Universidad de Oviedo

AUTORIZACION PARA LA PRESENTACION DE TESIS DOCTORAL
Ano Académico: 2022/2023

1.- Datos personales del autor de la Tesis

Apellidos: Nombre:

Morales Sanchez Paula

DNI/Pasaporte/NIE: Teléfono: Correo electrénico:
71728177D 684629387 paulamsov76@gmail.com

2.- Datos académicos

Programa de Doctorado cursado: PROGRAMA OFICIAL DE DOCTORADO EN CIENCIAS DE LA
SALUD

Organo responsable: Centro Internacional de Postgrado

Titulo definitivo de la Tesis
Espafiol/Otro |dioma: Inglés:

Biomarcadores de metilacion del ADN para el | DNA methylation biomarkers for early diagnosis
diagndstico precoz del cancer de tiroides of thyroid cancer

O Arte y Humanidades

U Ciencias

B Ciencias de la Salud

O Ciencias Sociales y Juridicas

0 Ingenieria y Arquitectura

3.- Autorizacion del Directores y Tutor de la tesis

D/D2: DNI/Pasaporte/NIE:

ELIAS DELGADO ALVAREZ 09751167H
Departamento/Instituto:

DEPARTAMENTO DE MEDICINA / FACULTAD DE MEDICINA Y CIENCIAS DE LA SALUD /
UNIVERSIDAD DE OVIEDO

Rama de conocimiento

D/D?: DNI/Pasaporte/NIE:

MARIO FERNANDEZ FRAGA 10875819Q
Departamento/Instituto/Institucion:

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA DE ORGANISMOS Y SISTEMAS / FACULTAD DE BIOLOGIA /
UNIVERSIDAD DE OVIEDO

Autorizacion del Tutor de la tesis

D/D%: . , i ’ ; DNI/Pasaporte/NIE:
the_ Czp;u;'/‘e ,{/wwé w433ivos [
Departamentd/Instituto: '
/L7€,£r( A !
Autoriza la presentacion de la tesi§ doctoral en cumplimiento de lo establecido en el Art. 32 del

Reglamento de los Estudios de Dogtorado, aprobado por el Consejo de Gobierno, en su sesion del
dia 20 de julio de 2018 (BOPA del 9 de agosto de 2018)

Tutorl de la Tesis

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO

EN







FOR-MAT-VOA-012 (Reg. 2018)

Universidad de Oviedo

RESOLUCION DE PRESENTACION DE TESIS DOCTORAL

Ano Académico:2022/2023

1.- Datos personales del autor de la Tesis

Apellidos: Nombre:

MORALES SANCHEZ PAULA

DNI/Pasaporte/NIE: Teléfono: Correo electrénico:
71728177D 684629387 paulamsov76@gmail.com

2.- Datos académicos

Programa de Doctorado cursado:
PROGRAMA DE CIENCIAS DE LA SALUD

Organo responsable: Centro Internacional de Postgrado

Departamento/Instituto en el que presenta la Tesis Doctoral:
INSTITUTO DE INVESTIGACION DEL PRINCIPADO DE ASTURIAS

Titulo definitivo de la Tesis

Espafiol/Otro Idioma: Inglés:
Biomarcadores de metilacion del ADN para el DNA methylation biomarkers for early detection of
diagndstico precoz del cancer de tiroides thyroid cancer

Rama de conocimiento:

1 Arte y Humanidades O Ciencias X Ciencias de la Salud [ Ciencias Sociales y Juridicas O Ingenieria y Arquitectura

Senale si procede:

[ Mencidén Internacional

[J Mencién Industrial

Ll ldioma de presentacion de la Tesis distinto al espafiol
[ Presentacion como compendio de publicaciones

3.- Autorizacion del Presidente de la Comision Académica

D/D?: Pri\i?ﬁ\ MARA NP{\)AP\QO iNCLO DNI/Pasaporte/NIE: 6%?}?”2‘5%75

Departamento/Instituto: HOQ-FO.LOG\A \( Q‘J\OL@GKA CELUUAVQ

Resolucion: La Comision Académica del Programa de Doctorado /El
Departamento en su reunion de fecha , acordd la presentacion de
la tesis doctoral a la Comision de Doctorado, previa comprobacion de que la tesis
presentada y la documentacion que la acompafia cumplen con la normativa vigente,
segun lo establecido en el Art.32.8 del Reglamento de los Estudios de Doctorado,
aprobado por el Consejo de Gobierno, en su sesion del dia 20 de julio de 2018 (BOPA
del 9 de agosto de 2018)

Ademas, informa:

Favorable Desfavorable

a
O

e Mencidn Internacional
e Mencion Industrial
e Jdioma O O
e Presentacién como

compendio de publicaciones O O

(]
O



FOR-MAT-VOA-012 (Reg. 2018)

Universidad de Oviedo

Justificacion

c FenHA Que (EL PRESBNTE TRAB A0 DE MU ESTE ACER)
PRESENTADG Como TESIS DaceeAl (U PLE Tobxes (CS
PERUS (DS PARA SU DEFENSR \ PARA OPTAR AL
CLADO OF DOER PoR \A UNMWUERSDAD PE ouiedo

<lugar> <fecha> O\}\\QAG / )2 dﬁ d:C;Qf\'\lﬁ:/ﬂ ZC)Z 2

Presidente de la Comision Académica del Programa de Doctorado

Fdo.:

Contra la presente Resolucion, podra interponer recurso de alzada ante el Rectorado, en el plazo
de un mes, a partir del dia siguiente al de la presente notificacién, de conformidad con el art.
122 de la Ley 39/2015, de 1 de octubre, de Procedimiento Administrativo Comun de las
Administraciones Pablicas

SR.
(Doctorando, Director de la Tesis Doctoral y Sr. Director del Centro Internacional de
Postgrado)




FOR-MAT-VOA-010 (Rea.2018)

ook

LR Y YY L YR ¥l

RESUMEN DEL CONTENIDO DE TESIS DOCTORAL

1.- Titulo de la Tesis

Espafiol/Otro Idioma: Inglés:

Biomarcadores de metilacion del ADN para el DNA methylation biomarkers for early
diagndstico precoz del cancer de tiroides diagnosis of thyroid cancer

2.- Autor

Nombre: Paula Morales Sanchez DNI/Pasaporte/NIE: 71728177D

Programa de Doctorado: Programa Oficial de Doctorado de Ciencias de Salud

Organo responsable: Centro Internacional de Postgrado

RESUMEN (en espafiol)

Los nédulos tiroideos son la patologia endocrina mas frecuente,
diagnosticandose malignidad en una pequefia proporcién (~15 %). La incidencia del
cancer de tiroides se ha triplicado en Espafia en los ultimos 25 afios. Asi mismo, afecta
tres veces mas a mujeres que a hombres y se incrementa su frecuencia con la edad,
sobre todo a partir de los 40 afios. En general, son tumores de gran prondstico, con
tasas de supervivencia cercanas al 100 %. Sin embargo, debido a la alta prevalencia de
los nddulos en la poblacién es necesario un triaje exhaustivo.

La puncién por aspiracion con aguja fina es la prueba no quirldrgica de
referencia para el diagndstico inicial de los nédulos tiroideos. Sin embargo, el 25-30 %
de todas las punciones son designadas como indeterminadas y dada que la posibilidad
de malignidad, muchos pacientes suelen ser derivados a cirugia. Tras la operacién, solo
el 25 % de las lesiones resultan malignas, por lo que el riesgo de cancer no es lo
suficientemente alto como para respaldar definitivamente la cirugia. En retrospectiva,
estas tiroidectomias son innecesarias y generan complicaciones que los pacientes
padecerdn durante toda su vida. Por lo tanto, existe una necesidad urgente de
desarrollar métodos efectivos para discernir benignidad de malignidad en las lesiones
foliculares de tiroides.

El desarrollo de biomarcadores seguros y rentables podria ayudar en la toma de
decisiones del médico tratante para manejar con mayor certeza los nddulos tiroideos.
Si bien durante mucho tiempo se ha tratado de establecer el valor diagndstico de las
diferentes alteraciones genéticas ninguna parece ser totalmente resolutiva. La
metilacion del ADN es una de las principales modificaciones epigenéticas y su papel en
el inicio, desarrollo y metdstasis de cdnceres humanos ha sido ampliamente descrito,
incluido en cancer de tiroides. Dado que las firmas de metilacion del ADN pueden ser
indicativas de la plasticidad molecular que surge en la tumorigénesis temprana, en
este estudio se planteé que esta marca epigenética podria funcionar como un
marcador para la discriminacién en casos dificiles de diagnosticar.
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Inicialmente se realiz6 un analisis mutacional mediante secuenciacién del
exoma completo en una cohorte de descubrimiento multicéntrica retrospectiva que
agrupa 54 muestras de tiroides con patrén folicular. Aunque se encontraron
alteraciones propias de los nddulos tiroideos, no pudo establecerse una firma
distintiva. Por ello, en la misma cohorte se llevé a cabo un andlisis de metilacion del
ADN empleando la plataforma EPIC de lllumina. Utilizando herramientas de
aprendizaje automatizado se desarrollé un modelo de diagndstico basado en tres sitios
CpG (cgl17154646, cg21915100 y cg10189462) que posteriormente se validdo mediante
diferentes aproximaciones ortogonales (bases de datos externas y pirosecuenciacion
con bisulfito). Cuando se evalué el desempeiio del clasificador en una cohorte de
validacién independiente (n = 125) empleando la técnica de pirosecuenciacion, se
obtuvo una sensibilidad del 96 %, una especificidad de 82 % y unos valores predictivos
positivos y negativos del 77 % y 97 %, respectivamente. Curiosamente, usando este
modelo, cuando se asignaron puntuaciones de malignidad a los distintos tumores
tiroideos, se pudo observar que algunos tumores benignos ya albergaban alteraciones
moleculares propias de los carcinomas. Asimismo, se probd el desempefio en
punciones de tiroides (n = 33), clasificando correctamente el 75 % de las muestras que
indeterminadas que normalmente son derivadas a cirugia.

Dados los resultados, el sistema de clasificacién basado con un conjunto
minimo de biomarcadores epigenéticos puede complementar el potencial de las
técnicas diagndsticas actualmente disponibles. Asi mismo, la clasificacidn prondstica
de las muestras en funcién de las puntuaciones de malignidad priorizaria un nimero
considerable de intervenciones quirdrgicas que a menudo se realizan debido a una
citologia incierta.

RESUMEN (en Inglés)

Thyroid nodules are  the most common encountered thyroid endocrine
pathology, being unfrequently diagnosed as malignant (~15%). The incidence of
thyroid cancer has tripled in Spain in the last 25 years. Likewise, it affects three times
more women than men and its frequency increases with age, especially after the age
of 40. In general, they are tumors with a great prognosis, with survival rates close to
100%. However, due to the high prevalence of nodules in the population, an
exhaustive triage is necessary.

Fine needle aspiration puncture is the gold standard non-surgical test for the
initial diagnosis of thyroid nodules. However, 25-30% of all cytologies are designated
as indeterminate and given the possibility of malignancy, many patients are often
referred for surgery. After the operation, only 25% of lesions result as cancer, so the
risk of malignancy is not high enough to definitively support thyroidectomy. In
hindsight, these thyroidectomies are necessary and lead to complications that patients
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will endure for their entire lives. Therefore, there is an urgent need to develop
effective methods to discern benign from malignant follicular-patterned thyroid
lesions.

Safe and cost-effective biomarkers could help in the decision-making of the
treating physician to manage thyroid nodules with greater certainty. Although many
attempts have been made to establish the diagnostic value of the different genetic
alterations, none of them seems to be fully resolvable. DNA methylation is one of the
main epigenetic modifications and its role in the initiation, development and
metastasis of human cancers has been widely described, including thyroid cancer.
Since DNA methylation signatures may be indicative of molecular plasticity that arises
in early tumorigenesis, this study postulated that this epigenetic mark could be used as
a marker for discrimination in difficult-to-diagnose cases.

Initially, mutation analysis was performed by whole-exome sequencing in a
retrospective multicenter discovery cohort of 54 follicular-patterned thyroid samples.
Although common mutations of thyroid nodules were detected, a distinctive signature
could not be established. Therefore, in the same cohort, a DNA methylation analysis
was carried out using the Illlumina EPIC platform. Using a machine learning pipeline, a
diagnostic model based on three CpG sites (cg17154646, cg21915100 and cg10189462)
was developed. Subsequently it was validated by different orthogonal approaches
(external databases and bisulfite pyrosequencing). Subsequently, the performance of
the classifier was evaluated in an independent validation cohort (n = 125) using the
pyrosequencing technique, obtaining a sensitivity of 96%, a specificity of 82%, and
positive and negative predictive values of 77% and 97%, respectively. Interestingly,
when the same model was applied to assign malignancy scores to the tumours in the
validation cohort, it was observed that some thyroid nodules already harbour
molecular alterations which were typically seen in carcinomas. Finally, the diagnostic
performance in thyroid punctures (n = 33) was tested, our model was capable of
correctly classifying 75% of the indeterminate samples that are normally referred to
surgery.

Our classification system based on a minimal set of epigenetic biomarkers could
complement the potential of the diagnostic techniques currently available. Likewise,
the prognostic classification of the samples based on the malignancy scores would
prioritize a considerable number of surgical interventions that are often performed
due to an uncertain cytology.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO
EN CIENCIAS DE LA SALUD
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"Y tu en verdad la atravesaras, claro esta. La violenta tormenta de arena. La tormenta
de arena metafisica y simbadlica. Pero por mds metafisica y simbdlica que sea, te
rasgard cruelmente la carne como si de mil cuchillas se tratase. Muchas personas han
derramado alli su sangre y tu, asimismo, derramards alli la tuya. Sangre caliente y roja.
Y esa sangre se vertera en tus manos. Tu sangre y, también, la sangre de los demds. Y
cuando la tormenta de arena haya pasado, tu no comprenderds coémo has logrado
cruzarla con vida. jNo! Ni siquiera estards seguro de que la tormenta haya cesado de
verdad. Pero una cosa si quedara clara. Y es que la persona que surja de la tormenta no
serd la misma persona que penetré en ella.”

Haruki Murakami, Kafka en la Orilla. 2002.


http://www.harukimurakami.com/
https://www.amazon.es/Kafka-orilla-MAXI-Haruki-Murakami/dp/848383524X
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RESUMEN







Los nddulos tiroideos son la patologia endocrina mas frecuente, diagnosticandose malignidad
en una pequefia proporcidn (~15 %). La incidencia del cancer de tiroides se ha triplicado en Espafia en
los ultimos 25 afios. Asimismo, afecta tres veces mds a mujeres que a hombres y se incrementa su
frecuencia con la edad, sobre todo a partir de los 40 afios. En general, son tumores de gran prondstico,
con tasas de supervivencia cercanas al 100 %. Sin embargo, debido a la alta prevalencia de los nédulos
en la poblacion es necesario un triaje exhaustivo.

La puncion por aspiracion con aguja fina es la prueba no quirdrgica de referencia para el
diagndstico inicial de los nédulos tiroideos. Sin embargo, el 25-30 % de todas las punciones son
designadas como indeterminadas y dada que la posibilidad de malignidad, muchos pacientes suelen
ser derivados a cirugia. Tras la operacion, solo el 25 % de las lesiones resultan malignas, por lo que el
riesgo de cancer no es lo suficientemente alto como para respaldar definitivamente la cirugia. En
retrospectiva, estas tiroidectomias son innecesarias y generan complicaciones que los pacientes
padecerdn durante toda su vida. Por lo tanto, existe una necesidad urgente de desarrollar métodos
efectivos para discernir benignidad de malignidad en las lesiones foliculares de tiroides.

El desarrollo de biomarcadores seguros y rentables podria ayudar en la toma de decisiones del
médico tratante para manejar con mayor certeza los nddulos tiroideos. Si bien durante mucho tiempo
se ha tratado de establecer el valor diagnéstico de las diferentes alteraciones genéticas ninguna parece
ser totalmente resolutiva. La metilacién del ADN es una de las principales modificaciones epigenéticas
y su papel en el inicio, desarrollo y metdstasis de cdnceres humanos ha sido ampliamente descrito,
incluido en cancer de tiroides. Dado que las firmas de metilacion del ADN pueden ser indicativas de la
plasticidad molecular que surge en la tumorigénesis temprana, en este estudio se planted que esta
marca epigenética podria funcionar como un marcador para la discriminacion en casos dificiles de
diagnosticar.

Inicialmente se realizé un analisis mutacional mediante secuenciacién del exoma completo en
una cohorte de descubrimiento multicéntrica retrospectiva que agrupa 54 muestras de tiroides con
patron folicular. Aunque se encontraron alteraciones propias de los nédulos tiroideos, no pudo
establecerse una firma distintiva. Por ello, en la misma cohorte se llevé a cabo un analisis de metilacidn
del ADN empleando la plataforma EPIC de lllumina. Utilizando herramientas de aprendizaje
automatizado se desarrolld6 un modelo de diagndstico basado en tres sitios CpG (cgl17154646,
€g21915100 y cg10189462) que posteriormente se validd mediante diferentes aproximaciones
ortogonales (bases de datos externas y pirosecuenciacién con bisulfito). Cuando se evalud el
rendimiento del clasificador en una cohorte de validacién independiente (n = 125) empleando la
técnica de pirosecuenciacion, se obtuvo una sensibilidad del 96 %, una especificidad de 82 % y unos
valores predictivos positivos y negativos del 77 % y 97 %, respectivamente. Curiosamente, usando este
modelo, cuando se asignaron puntuaciones de malignidad a los distintos tumores tiroideos, se pudo
observar que algunos tumores benignos ya albergaban alteraciones moleculares propias de los
carcinomas. Asimismo, se probd el rendimiento en punciones de tiroides (n = 33), clasificando
correctamente el 75 % de las muestras que indeterminadas que normalmente son derivadas a cirugia.

Dados los resultados, el sistema de clasificacion basado con un conjunto minimo de
biomarcadores epigenéticos puede complementar el potencial de las técnicas diagndsticas
actualmente disponibles. Asimismo, la clasificacion prondstica de las muestras en funcion de las
puntuaciones de malignidad priorizaria un nimero considerable de intervenciones quirirgicas que a
menudo se realizan debido a una citologia incierta.






ABSTRACT







Thyroid nodules are the most common encountered thyroid endocrine pathology, being
unfrequently diagnosed as malignant (~15 %). The incidence of thyroid cancer has tripled in Spain in
the last 25 years. Likewise, it affects three times more women than men and its frequency increases
with age, especially after the age of 40. In general, they are tumors with a great prognosis, with survival
rates close to 100 %. However, due to the high prevalence of nodules in the population, an exhaustive
triage is necessary.

Fine needle aspiration puncture is the gold standard non-surgical test for the initial diagnosis
of thyroid nodules. However, 25-30 % of all cytologies are designated as indeterminate and given the
possibility of malignancy, many patients are often referred for surgery. After the operation, only 25 %
of lesions result as cancer, so the risk of malignancy is not high enough to definitively support
thyroidectomy. In hindsight, these thyroidectomies are necessary and lead to complications that
patients will endure for their entire lives. Therefore, there is an urgent need to develop effective
methods to discern benign from malignant follicular-patterned thyroid lesions.

Safe and cost-effective biomarkers could help in the decision-making of the treating physician
to manage thyroid nodules with greater certainty. Although many attempts have been made to
establish the diagnostic value of the different genetic alterations, none of them seems to be fully
resolvable. DNA methylation is one of the main epigenetic modifications and its role in the initiation,
development and metastasis of human cancers has been widely described, including thyroid cancer.
Since DNA methylation signatures may be indicative of molecular plasticity that arises in early
tumorigenesis, this study postulated that this epigenetic mark could be used as a marker for
discrimination in difficult-to-diagnose cases.

Initially, mutation analysis was performed by whole-exome sequencing in a retrospective
multicenter discovery cohort of 54 follicular-patterned thyroid samples. Although common mutations
of thyroid nodules were detected, a distinctive signature could not be established. Therefore, in the
same cohort, a DNA methylation analysis was carried out using the Illumina EPIC platform. Using a
machine learning pipeline, a diagnostic model based on three CpG sites (cg17154646, cg21915100 and
cg10189462) was developed. Subsequently it was validated by different orthogonal approaches
(external databases and bisulfite pyrosequencing). Subsequently, the performance of the classifier was
evaluated in an independent validation cohort (n = 125) using the pyrosequencing technique, obtaining
a sensitivity of 96 %, a specificity of 82 %, and positive and negative predictive values of 77 % and 97
%, respectively. Interestingly, when the same model was applied to assigh malignancy scores to the
tumours in the validation cohort, it was observed that some thyroid nodules already harbour molecular
alterations which were typically seen in carcinomas. Finally, the diagnostic performance in thyroid
punctures (n = 33) was tested, our model was capable of correctly classifying 75 % of the indeterminate
samples that are normally referred to surgery.

Our classification system based on a minimal set of epigenetic biomarkers could complement
the potential of the diagnostic techniques currently available. Likewise, the prognostic classification of
the samples based on the malignancy scores would prioritize a considerable number of surgical
interventions that are often performed due to an uncertain cytology.
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GLOSARIO DE ANGLICISMOS

7

% Beta-Mixture Quantile (BMIQ): un método de normalizacién empleado para corregir el sesgo del

diseino de las sondas en los datos de metilacidon del ADN de la plataforma Illumina Infinium.

7
0.0

Binary Alignment Map (BAM): es un formato de datos utilizado para mapear secuencias del

genoma. Es la representacion binaria de SAM (vease a continuacidn en esta seccidén) y mantiene

exactamente la misma informacién que este fichero de texto.

+» Enhancer: en castellano se traduce como amplificador o potenciador. Es una region del ADN que
puede unirse a factores de transcripcidn para aumentar los niveles de expresién génica. Esta
activacion no tiene por qué ocurrir cerca de los genes, ni siquiera en el mismo cromosoma. Esto es
asi, porque en el proceso de plegamiento del ADN dentro del nucleo, dos regiones distantes
pueden llegar a estar préximas geométricamente.

+»* Frameshift deletion: la mutacidn por corrimiento o desfase es una alteracion génica causada por

la delecion de un numero de nucledtidos que no es multiplo de tres en la secuencia de ADN.

7
0.0

Frameshift insertion: la mutacién por corrimiento o desfase es una alteracidn génica causada por

la insercion de un numero de nucledtidos que no es multiplo de tres en la secuencia de ADN.

7
0.0

Gold standard (adaptacion al espafiol estandar): este término se puede traducir como estandar de
oro, patrén de oro o patrén de referencia. En este texto cientifico hace referencia aquellas pruebas
de diagnéstico que tienen mdéxima fiabilidad a la hora de diagnosticar una patologia. Debido a la
falta de consenso en la forma de traducir este concepto, utilizaremos su denominacion en inglés.
+* Integrative Genomics Viewer (IGV): es una herramienta interactiva de alto rendimiento y facil de
usar para la exploracién visual de datos gendmicos. Admite la integracidn flexible de todos los tipos
comunes de datos y metadatos gendmicos, generados por investigadores o disponibles
publicamente, cargados desde fuentes locales o en la nube.
++* Intensity Data Files (IDAT): los archivos de datos sin procesar de lllumina suelen estar en texto sin
formato o en formato binario. En este caso, los archivos binarios "IDAT" son generados por el
escaner y se pueden analizar con paquetes R/BioConductor que contiene toda la informacion
necesaria para analizar los datos.
+» Learn Orientation Model: hace referencia a un paso especifico en el procesamiento de los datos
de secuenciacién del exoma completo. En este caso es siguiendo el protocolo de buenas practicas
de GATK. La guia paso por paso describe que si sospecha que alguna de sus muestras tiene errores
de sustitucion que ocurren en una sola hebra antes de la secuenciacién, se debe usar el filtro de

sesgo de orientacién de Mutect2.

X3

%

Mean Decrease Accuracy: es un resultado imprescindible del algoritmo Random Forest. Expresa

cuanta precision pierde el modelo al excluir cada variable. Cuanto mas comprometida se ve la
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X3

%

X3

%

precision, mas importante es la variable para la clasificacidn exitosa. Las variables se presentan de
importancia decreciente.

Mean Decrease Gini: la disminucidon media del coeficiente de Gini es una medida resultante del
algoritmo Random Forest. Hace referencia a como cada variable contribuye a la homogeneidad de
los nodos y las hojas en el bosque resultante. Cuanto mayor sea la puntuacién, mayor serd la
importancia de la variable en el modelo.

Open sea: se refiere a regiones aisladas que no tienen una designacion especifica.

Omica: este neologismo se utiliza como sufijo para referirse al estudio de la totalidad o del
conjunto de algo. En este caso, se utiliza para hablar del estudio completo, mediante diferentes
técnicas de nueva generacion, de las modificaciones epigenéticas que ocurren sobre genoma,
transcriptoma y proteoma.

Panel of Normals (PON): es un tipo de recurso utilizado en el analisis de variantes somaticas. Lo
que todos los PON tienen en comun es que (1) estan generados a partir de muestras normales (en
este contexto, "normal" significa derivado de tejido sano que se cree que no tiene alteraciones
somaticas) y (2) su propdsito principal es capturar artefactos técnicos recurrentes para mejorar los
resultados del analisis de variantes somaticas.

Punch: biopsia punch o biopsia en sacabocados se realiza para extraer un pequefo crecimiento
extirpando un cilindro de tejido con un sacabocados.

Random Forest: la traduccién al castellano seria Arboles aleatorioas y se puede definir como una
técnica de machine learning o aprendizaje automatico que se encarga de solucionar problemas
relacionados con la regresiéon y la clasificacién. Es un algoritmo en el que los datos de
entrenamiento las categorias son conocidas para el investigador.

Rule-in test: en una prueba molecular significa incluir la posibilidad de una condicién médica en el
diagndstico o diagnéstico diferencial.

Rule-out test: en una prueba molecular significa excluir la posibilidad de una condicién médica en
el diagnodstico o diagndsticos diferenciales.

Sequence Alignment Map (SAM): es un formato de texto de alineacién genérico para almacenar
alineaciones de lectura contra secuencias de referencia, que admite lecturas cortas y largas (hasta
128 Mbp) producidas por diferentes plataformas de secuenciacion.

Shelf: son sitios CpG en en el genoma que estan hasta 4kb de la isla CpG mds cercana.

Shore: son sitios CpG en en el genoma que estan hasta 2kb de la isla CpG mds cercana.

Splicing: El empalme o splicing alternativo permite obtener a partir de un transcrito primario de
ARNm o pre-ARNm distintas isoformas de ARNm y proteinas, las cuales pueden tener funciones

diferentes.

Vi
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Startloss: mutaciéon no sinénima es una mutacidn puntual en el codén de inicio AUG de un
transcrito, que provoca la reduccion o eliminacién de la produccion de proteinas.

Stopgain: mutacion no sindnima que da lugar a un coddn de terminacién prematuro, que sefala
el final de la traduccién y provoca un acortamiento anormal de la proteina.

Variant Call Format (VCF): es un formato de texto que se usa en Bioinformatica para almacenar

variantes de una o varias secuencias de genes respecto a un genoma de referencia.

Vil
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1 La encrucijada entre el genoma y el fenotipo

El ciclo de vida de los mamiferos comienza con la fertilizacién del ovocito que
prolifera rdpidamente para dar lugar a todo el organismo conformado por millones
células. Durante el desarrollo embrionario las células se diversifican en mas de 200
clases distintas [1]. Esta diferenciacidon desde una célula totipotente a una somatica es
el resultado de la expresidon de un subconjunto de genes que es especifico para cada tipo
celular, y determinard su funcion en el organismo [2]. Todas ellas son unidades
indispensables para la vida y contienen en su interior el mismo material genético, con la
informacién necesaria para dar lugar a toda la complejidad biolégica del organismo. El
llamado “libro de la vida” o genoma, se encuentra dentro de la membrana nuclear de
las células eucariotas en forma de moléculas conocidas como acido desoxirribonucleico
(ADN). La estabilidad de los tejidos, su crecimiento controlado y su eventual renovacién
dependeran de que cada célula diferenciada sea capaz de recordar su identidad y de
transmitirla correctamente a sus células hijas, todo ello sin cambios en la secuencia de
ADN.

El genoma contiene 3.200 millones de pares de bases de ADN especificos para
cada individuo (genotipo), y albergan unos 20.000 genes que codifican las proteinas que
conferirdan al organismo wunas caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas y de
comportamiento determinadas (fenotipo) [3]. Si una célula transcribe 10.000 genes a
acido ribonucleico (ARN), dard como resultado la produccion de, al menos, la misma
cantidad de proteinas (que tienen, aproximadamente, un numero de copias acumulado
de 10°-10'! moléculas) [3]. Aunque impresionantes, estos nimeros no logran demostrar
la verdadera complejidad de un organismo.

Entonces, écdmo es posible que cada célula tenga un fenotipo diferente, si todas
las células comparten la misma informacion genética? El dogma central de la biologia
representa la transferencia directa de informacion genética del ADN al ARN y a las
proteinas, y sigue siendo la base para comprender la funcién gendmica. Sin embargo, la
célula representa un entorno dindmico en el que la transcripciéon y traduccion de estas
macromoléculas biolégicas pueden modificarse a través de innumerables eventos de
procesamiento que cambian la funcionalidad [4, 5]. Se trata de una coreografia compleja

en la que intervienen multiples elementos regulatorios en todos los puntos del proceso
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[5]. Todos ellos contribuyen en gran medida a la diversidad que encontramos en el
organismo. En particular, en esta tesis se prestard especial atencién a aquellos
mecanismos que se necesitan para la expresion selectiva de los genes en funcién del

contexto y que en general se conocen como regulacién epigenética.

1.1 Epigenética

El concepto de epigenética fue originalmente definido en 1942 por Conrad Hal
Waddington como el estudio de los mecanismos causales que intervienen entre el
genotipo y el fenotipo [6]. Semanticamente, el término significa "sobre la genética" y se
refiere a todos los mecanismos moleculares por los cuales el ADN, el ARN y las proteinas,
se modifican quimicamente, lo que permite la transformacién de un genoma en cientos
de fenotipos y funcionalidades diferentes, sin que se cambie la secuencia primaria del
genoma. Un cambio que es especifico para cada tipo de célula y etapa de desarrollo [7,

8].

Si bien las marcas epigenéticas pueden permanecer estables y transmitirse a las
generaciones posteriores, también pueden modificarse en respuesta a estimulos
ambientales enddgenos y exdgenos [8, 9]. La importancia de estas marcas en el
establecimiento de la identidad tisular durante el desarrollo embrionario, la reparacién
del dafio genémico y el envejecimiento ha sido ampliamente descrita [10—12]. Por ello,
es légico pensar que las alteraciones en estas modificaciones a través de la maquinaria
epigenética conllevan a la activacion o inhibicidén inapropiada de distintos genes, que en
muchos casos tiene como consecuencia el desarrollo y progreso de diferentes

enfermedades.

Asi como el doma central de la biologia se centra en el paso consecutivo del
genoma, al transcriptoma y finalmente al proteoma, la regulacién epigenética puede
dividirse en tres grandes bloques 6émicos!: epigendmica; epitranscriptomica y
epiprotedmica [4]. De ellos, los mecanismos mas estudiados son los que ocurren sobre

el genoma e incluyen la modificaciéon quimica covalente del ADN (metilacién e

L El neologismo dmica se utiliza como sufijo para referirse al estudio de |a totalidad o del conjunto de algo.
En este caso, se utiliza para hablar del estudio completo, mediante diferentes técnicas de nueva
generacion, de las modificaciones epigenéticas que ocurren sobre genoma, transcriptoma y proteoma.

4
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hidroximetilacidn) y la cromatina (modificaciones de histonas covalentes y la disposicidn
espacial en el nucleo de la cromatina), que en ultima instancia estan relacionados con la

regulacion de la expresién génica (Figura 1).
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Figura 1 | La creciente complejidad del dogma central de la biologia molecular. El flujo de
informacidn gendmica desde el ADN al ARN y las proteinas sigue siendo la base para comprender
la funcién gendmica. Sin embargo, las células son sistemas dindmicos en los que tanto genoma,
como transcriptoma como proteoma estdn sujetos a modificaciones, entre ellas la regulacion
epigenética. Organizacidn, compartimentalizacién y modificaciones que ocurren sobre el ADN
en el nucleo. El elemento estructural basico del ADN es el nucleosoma, compuesto por un
octamero de histonas cuya funcidn es la de empaquetar el genoma, organizarlo de forma que
este contenido en su totalidad dentro del ntcleo. Asimismo, tanto las colas de las histonas como
el propio ADN son susceptibles de ser modificados por distintas marcas epigenéticas, y esto
supondra un impacto sobre la expresion de los genes. Imagen creada con BioRender.

1.1.1 Modificaciones postraduccionales de histonas

El genoma esta compartimentado espacialmente dentro del nucleo, no es
aleatorio y se sabe que esto juega un papel importante en el control transcripcional de
los genes [13]. El plegamiento permite la interaccién entre los promotores y los
elementos reguladores en cis [14, 15] y, del mismo modo, la posicién de los genes en el
espacio tridimensional del nucleo se correlaciona con los patrones de expresién y la
funcién de los mismos [16]. Las histonas proteinas conservadas evolutivamente juegan
un papel importante en el empaquetamiento, organizacién y regulacién del ADN dentro
del nucleo de todos los eucariotas [17].

Asi, el elemento estructural basico de la compactacidn del ADN, el nucleosoma,
esta compuesto por una secuencia de 146 pares de bases de nucledtidos que se pliegan

alrededor de un octamero de proteinas que comprende dos copias de cada una de las
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histonas centrales: H2A; H2B; H3 y H4 (Figura 2). Ademas, la histona H1 no forma parte
de la estructura en "cuenta" de los nucleosomas, sino que une el nucleosoma con el ADN
extranucleosdmico para establecer la estructura de la cromatina.

Una caracteristica estructural esencial de las histonas son las colas amino-
terminales que se extienden mas alld del octdmero de proteina de ADN, lo que hace que
sus residuos de aminodacidos sean accesibles para la modificacion (Figura 2) [18]. Se han
detectado una serie de variaciones en los residuos de histonas y se han descrito al menos
ocho tipos diferentes de cambios, entre ellos destacan acetilacion, metilacion,
fosforilacion y ubiquitinacion [19]. Ademas, cabe destacar que las modificaciones que
ocurren sobre estas proteinas no se producen de forma aislada, sino que existe una gran
variedad de marcas postraduccionales y muchas combinaciones posibles. El equilibro en
la interaccion entre las histonas modificadas y el ADN puede regular muchos eventos
bioldgicos, incluida la expresidn génica, la reparacion del ADN, la compactacién de la
cromatina y la estabilidad gendmica, asi como importantes procesos genéticos como la

inactivacion del cromosoma X [7, 20, 21].
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Figura 2| Representacion esquemdtica del nucleosoma. El ADN se envuelve alrededor del
octdmero de histonas de las cuatro histonas centrales H2A, H2B, H3 y H4. La histona H1, la
proteina enlazadora, se une al ADN entre los nucleosomas. Los diferentes aminodcidos que
constituyen las colas de las histonas se representan junto con las diferentes modificaciones
covalentes especificas de cada residuo. Las marcas activas se representan en la parte superior
de la figura y las marcas represivas se representan en la parte inferior de la figura. Residuos:
lisina, K; arginina, R; serina, S; y treonina, T; Marcas: acetilacion, a; citrulinacion, c; dimetilacion,
mm; fosforilacion, p; monometilacion, m; sumoilacion, s; trimetilacion, mmm; y ubiquitinacion,
u. Imagen tomada y adaptada de Sawan y Herceg, 2010 [22].
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Como ya se ha mencionado una de las principales funciones de las
modificaciones que ocurren sobre las colas de las histonas que componen la cromatina
es la organizacién del genoma. El cédigo de marcas postraduccionales puede establecer
diferentes “ambientes”, es decir, cromatina con un bajo estado de condensacion
(eucromatina), que es mas “accesible” a los factores de transcripcidn, o cromatina que
presenta un alto grado de compactacion (heterocromatina), que, a diferencia de la
eucromatina, impide la transcripcion de genes. Dependiendo del tipo de modificacion
postraduccional, el efecto sobre la conformacién de la cromatina y, por tanto, sobre la
regulacion de la expresion génica, es diferente. Las modificaciones de la cola de histonas
se establecen o borran por la accion catalitica de los sistemas enzimdaticos asociados con
la cromatina. En general, las enzimas que realizan estas modificaciones forman parte de
complejos multiproteicos implicados en la regulacién de la transcripcion u otros
procesos genémicos. Como tales, afectan directamente a la configuracién de la
cromatina a través de la interaccion del ADN y las histonas, o bien constituyen sefiales
que son reconocidas por otros complejos [23].

En general, la adicién de grupos acetilo a las lisinas corresponde a una
conformacion mas abierta de la cromatina y, por tanto, a un aumento de la
transcripcion. Esto se debe a que la acetilacién cancela la carga positiva de la lisina. La
metilacion de la lisina, por otro lado, no altera la carga, por lo que cualquier efecto
directo sobre el plegamiento de la cromatina tendria que ocurrir a través de mecanismos
no electrostaticos [24]. La acetilacion es la modificacién de histonas mas estudiada y
generalmente estd asociada con la transcripcion activa del gen y es realizada por
enzimas histona acetiltransferasa (HAT) que acetilan residuos de lisina especificos en el
sustrato de histona y son revertidas por la accién de las histonas desacetilasas (HDAC)
[25]. Los activadores unidos al ADN reclutan HAT para acetilar histonas nucleosémicas,
mientras que los represores reclutan HDAC para desacetilar histonas. Se ha demostrado
gue otros coactivadores y correpresores poseen actividad HAT o HDAC o se asocian con
dichas enzimas [26, 27]. Se han descrito dos clases generales de enzimas remodeladoras:
las histonas metiltransferasas (HMT) actuan para agregar grupos metilo a los residuos
de lisina y/o arginina en las histonas, mientras que otro grupo de enzimas, las histonas
desmetilasas (HDM), eliminan la metilacién [28]. Un nivel adicional de complejidad

reside en la posible existencia de multiples estados metilados en cada residuo. Las lisinas
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pueden estar mono, di o trimetiladas, mientras que las argininas solo pueden estar

mono o dimetiladas [24].

1.1.2 Metilacion del ADN

La metilacién del ADN es una modificacidn covalente post-replicaciéon que no
interfiere estéricamente con el apareamiento de bases, aunque puede tener
consecuencias importantes en la regulacion de la expresién génica. En mamiferos
consiste en la adicion de un grupo metilo al anillo aromdtico de una sola base de ADN,
principalmente citosinas que preceden a las guaninas donde genera 5-metilcitosina

(5mC) (Figura 3).
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Figura 3 | Metilacion de citosinas. La metilacion de citosinas que preceden a las guaninas
mediante la adicion de un grupo metilo (-CH3) al carbono 5 del anillo pirimidinico da lugar a la
5-metilcitosina.

Estos sitios de dinucledtidos suelen denominarse sitios CpG [29]. A pesar de que
la estimacién de sitios CpG en el genoma es de 4,4 % (dado el 42 % son GpCs) en realidad
suponen el 1 % [30]. Posiblemente esto sea asi debido a la que los dinucledtidos CpG
metilados son propensos a las desaminaciones espontaneas mutando a timina y, por lo
tanto, pasan a ser dinucledtidos TpG [31]. Si bien es conocido que la distribucién del
dinucledtido CpG es desigual a lo largo de la secuencia del genoma, gran parte de estos
sitios se encuentran metilado [32]. Por un lado, el 45 % se encuentra metilado en los
transposones y elementos virales [31]. Por otro, existen areas ricas en CpGs, entre las
gue encontramos islas CpG (ICG), que se cree que normalmente no estdn metiladas y
estan asociadas con el 70 % de los promotores génicos en humanos [31]. El papel de la

5mC en las regiones promotoras esta bien establecido, asocidandose la hipermetilaciéon
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con la represién génica. Las regiones llamadas orillas CpG (del inglés, CpoG shores),
ubicadas a una distancia de hasta 2kb de las islas, tienen patrones altamente
conservados de metilacidon especifica de tejido y su metilacién se asocia con una
expresion génica reducida [31]. Asimismo, la metilacion del ADN aguas abajo del inicio
de la transcripcidn, en la region del primer exdn, estd mas estrechamente relacionada
con el silenciamiento transcripcional que la que ocurre en la region promotora [33]. La
metilacidon de primer intrén también muestra una asociacion inversa con la expresién
génica independientemente del tejido y la especie [34]. Por ultimo, el papel que
desempeiia en las regiones intragénicas sigue siendo poco conocido. Trabajos recientes
indican que la metilacién en regiones intragénicas también podria estar involucrada en
la regulacion de multiples procesos, incluida la elongaciéon de la transcripcion, la
expresion de regiones intragénicas tanto codificantes como no codificantes,
procesamiento o splicing alternativo? y activacion de enhancers o amplificadores® [12,
35].

La metilacién del genoma es catalizada por la familia de enzimas conocidas como
ADN metiltransferasas (DNMT), que transfieren un grupo metilo de la S-adenosil-I-
metionina al carbono 5 de las citosinas (Figura 4). Se han identificado cinco isoformas
de estas proteinas en mamiferos: DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b y DNMT3L. La
metiltransferasa de mantenimiento, DNMT1, reconoce especificamente el ADN
hemimetilado, copia el patrén de metilacidn y lo conserva después de cada replicacion.
DNMT3a y 3b son metiltransferasas de novo, capaces de establecer nuevos patrones de
metilacion en hebras de ADN que previamente no estaban metiladas, siendo incapaces
de distinguir entre hemimetiladas y no metiladas. Se acumulan en gran medida en las
células madre embrionarias, pero va disminuyendo a medida que las células se
diferencian. DNMT3L, aunque no es cataliticamente activa, juega un papel importante

en el establecimiento de la impronta gendmica durante la gametogénesis. DNMT2 no

2 El empalme o splicing alternativo permite obtener a partir de un transcrito primario de ARNm o pre-
ARNm distintas isoformas de ARNm y proteinas, las cuales pueden tener funciones diferentes.

3 Un enhancer o amplificador, es una regién del ADN que puede unirse a factores de transcripcion para
aumentar los niveles de expresion génica. Esta activacion no tiene por qué ocurrir cerca de los genes, ni
siquiera en el mismo cromosoma. Esto es asi, porque en el proceso de plegamiento del ADN dentro del
nucleo, dos regiones distantes pueden llegar a estar proximas geométricamente.
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exhibe actividad de ADN metiltransferasa, aunque hay evidencia de que puede

participar en la adicién covalente de grupos metilo para transferir ARN [36, 37].
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Figura 4 | Proceso de metilacion y desmetilacion del ADN. Las ADN metiltransferasas (DNMT)
catalizan la metilacion de la citosina al agregar un grupo metilo en el carbono 5. DNMT3A y
DNMT3B son responsables de la metilacion de novo, mientras que DNMT1 mantiene los patrones
de metilacion del ADN después de la replicacion del ADN. La desmetilacion del ADN puede ocurrir
a través de diferentes mecanismos: (1) desmetilacion pasiva debido al deterioro de la maquinaria
de mantenimiento de la metilacion del ADN que da como resultado la pérdida progresiva de la
metilacion del ADN después de multiples rondas de replicacion; y (2) desmetilacion activa que
ocurre a través de la oxidacion iterativa de 5mC a 5-hidroximetilcitosina (5hmC), 5-formilcitosina
(5fC) y 5-carboxilcitosina (5caC) mediada por proteinas de translocacion diez-once (TET). Luego,
estas formas oxidadas se pueden diluir posteriormente durante la replicacion del ADN, o 5fC y
5caC se pueden escindir mediante glicosilasas de ADN de timina (TDG) junto con el mecanismo
de reparacion por escision de bases (BER). Aunque se han propuesto otros mecanismos de
desmetilacion activa (rayas discontinuas), el mecanismo TDG-BER ha obtenido el mayor apoyo.
Imagen tomada y adaptada al castellano de Zafon y colaboradores (2019) [38].

Por otro lado, la desmetilacion del ADN es un proceso que, en los ultimos ainos,
ha demostrado ser un importante regulador de la transcripcién (Figura 4). Hay dos
formas posibles de que esto suceda: (1) pasivamente debido a la pérdida gradual de la
actividad de mantenimiento de la DNMT, un proceso que aumenta con replicaciones
adicionales (y el tiempo), o (2) la desmetilacidn activa del ADN, que es catalizada por las
proteinas de translocacion diez-once (del inglés Ten-eleven-translocation proteins; TET,
y las isoformas 1, 2 y 3), que permite que las 5mC se transformen en 5-

hidroximetilcitosina (5hmC), en un proceso que es independiente de la replicacion [16,
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17]. Asimismo, varios estudios han planteado la hipdtesis de que la 5hmC podria
desempeiiar un papel activo en la regulacion de la expresién génica y contribuir a la
regulacidon epigenética especifica de tejido [39-41]. Se sabe que 5hmC se encuentra en
promotores con un nivel medio-bajo de islas CpG y que estd ausente en los sitios de
inicio de la transcripcién (TSS) [42, 43]. También se encuentra en regiones con una alta
densidad de ICG en cuerpos de genes, preferentemente en exones, donde se
correlaciona con la expresién génica activa [44, 45].

La familia de enzimas TET no solo actla sobre 5mC, sino que también puede
oxidar 5hmC, transformandolo sucesivamente en 5-formilcitosina (5fC) y 5-
carboxicitosina (5caC), siendo esta ultima convertida posteriormente en citosina por la
tiamina-ADN-glicosilasa (TDG) [46]. Tanto la 5mC como la 5hmC actuan como sustratos
en la reaccidon de desaminacion llevada a cabo por la familia de deaminasas citidina
desaminasa inducida por activacién (AID) el complejo de edicidn de apolipoproteina B
(APOBEC), que las transforman en timina o 5-hidroximetiluracilo, respectivamente [47].
Se ha postulado que ambos productos de esta reaccién podrian eventualmente
convertirse en citoquinas por la timina-ADN glicosilasa (TDG) o por el mecanismo de

reparacion por escision de base (BER) [47].

1.1.3 Impulsores epigenéticos del cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades heterogéneas y complejas. Un tumor
se puede originar a partir de cualquier tejido y estan compuestos por multiples tipos
celulares que interaccionan entre si, ademas de ser capaces de reclutar células normales
gue participan activamente en el proceso de malignidad. Progresivamente las células,
en un principio sanas, van evolucionando a un estado neopldsico, adquiriendo una serie
de caracteristicas y capacidades distintivas debido a distintos factores genéticos,
ambientales, clinicos y de estilo de vida que contribuyen al inicio del tumor vy la
progresion maligna.

Hace 22 aiios Weinberg y Hanahan, establecieron las caracteristicas distintivas
del cancer, influenciados por el reconocimiento de que los tumores malignos humanos
se desarrollan como productos de un proceso progresivo en el tiempo, y sembraron los
cimientos para comprender los procesos que ocurren a nivel del fenotipo celular [48—

50]. A saber, la capacidad adquirida para mantener la sefializacidn proliferativa; evasion
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de las sefiales que suprimen la proliferacidon incontrolada; resistencia a la muerte celular;
inmortalidad replicativa; induccién a la angiogénesis; invasion y la metdstasis;
reprogramacion del metabolismo celular; y evasion del sistema inmunitario (Figura 5)
(48, 49].

Sefial proliferativa Evasion de los supresores
mantenida de proliferacion

Reprogramacion
epigenética no mutacional

Metabolismo celular Evasién
desregulado @ del sistema inmune
> ». NS

Evasion de la muerte
celular

Plasticidad fenotipica

— Inmortalidad replicativa

-

Inestabilidad genémica
y mutaciones

Inflamaciéon mediada por
el tumor

\ /,
/l/

Senescencia celular Microbiota

Angiogénesis Invasion y metastasis

Figura 5 | Representacion de las distintas caracteristicas comunes a los distintos tipos de
cdncer. Los sellos distintivos del cdncer actualmente incorporan ocho capacidades distintivas y
dos caracteristicas habilitadoras. Capacidades distintivas: la capacidad adquirida para mantener
la sefializacion proliferativa; evasion de las sefiales que suprimen la proliferacion incontrolada;
resistencia a la muerte celular; inmortalidad replicativa; induccion a la angiogénesis; invasion y
la metdstasis; reprogramacion del metabolismo celular; y evasion del sistema inmunitario.
Capacidades habilitadoras: inestabilidad gendmica e inflamacion mediada por el tumor.
Hanahan propone la adicion de la plasticidad fenotipica como nueva capacidad distintiva; y el
microbioma, la reprogramacion epigenética no mutacional y la senescencia celular como nuevas
capacidades habilitadoras. Figura tomada y adaptada de Hanahan 2022 [50].

Sin embargo, los procesos tumorales son complicados, y estas caracteristicas en
si mismas no pueden explicar el desarrollo de las neoplasias hacia tumores malignos.
Por ello, se incorpord el concepto de caracteristicas habilitadoras que son consecuencia
inherente de la condicidn y reflejan los mecanismos moleculares y celulares mediante
los cuales se adquieren estos rasgos funcionales [50]. A saber, las dos caracteristicas ya
establecidas son la inestabilidad gendmica, y la inflamacidn mediada por el tumor,
mientras que el microbioma, la senescencia celular y la reprogramacién epigenética no

mutacional se plantean como nuevas incorporaciones a la lista [50].
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Si bien la investigacion en torno a las causas moleculares subyacentes al
desarrollo tumoral se ha centrado tradicionalmente en el andlisis mutacional a nivel del
genoma, las modificaciones epigenéticas también juegan un papel crucial [50], de forma
que ambos procesos mantienen una estrecha relacién.

Las marcas epigenéticas constituyen sefiales moleculares que se pueden heredar
a través de la divisidn celular. Sin embargo, una de las caracteristicas que también las
define es su caracter dindmico, ya que existe una amplia gama de modificadores
epigenéticas que pueden agregar o eliminar marcas de forma activa [51]. Estas enzimas,
si bien son dianas para la terapia farmacoldgica en diversos entornos, como el cancer,
también estdn sujetas a la influencia ambiental, lo que convierte a los mecanismos
epigenéticos en un sistema crucial de comunicacion entre el genoma y los estimulos
externos [52].

Célula normal

NP
’ \V MBD %
oo [eomee oo X9 ?
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ICG del gen repetida no-ICG del gen
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MBD Ry VBD T( r
e T P 99 e e
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Célula tumoral

CP CpG no metilada ? CpG metilada ﬁ? S5-hidroximetilcitosina

Figura 6 | Esquema de los patrones de metilacion del ADN en células normales y tumorales. La
mayoria de los CpG en el genoma humano estdn metilados, excepto los CpG ubicados en regiones
ricas en CpG llamadas islas CpG (ICG) y en promotores y potenciadores pobres en CpG. Los CpG
no metilados en promotores y enhancer permiten la union de factores de transcripcion (TF)
apropiados y el reclutamiento de modificadores de ADN y de histonas asociados con la activacion
transcripcional (como histona acetilasas (HAT) y proteinas de translocacion Ten-Eleven (TET)).
Por el contrario, los sitios CpG metilados estdn unidos a proteinas de union a metil-CpG (MBD)
que reclutan modificadores de histonas y ADN asociados con la represion génica (como las
histonas desacetilasas (HDAC) y las ADN metiltransferasas (DNMT)). Las repeticiones son
silenciadas por metilacion. Algunos CpG en elementos activos estdn hidroximetilados. Las
alteraciones en estos patrones, incluidas las hipermetilaciones (generalmente en supresores
tumorales) y las hipometilaciones (global y asociada a genes especificos como oncogenes), son
un sello distintivo del cdncer. El escenario tipico se representa en la figura superior y las
alteraciones asociadas al cdncer se muestran en la figura inferior. Figura tomada y adaptada al
castellano de Zafon y colaboradores (2019) [38].
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La metilacion del ADN ha sido, con diferencia, la marca epigenética estudiada en
mayor profundidad en el cancer (Figura 6). Curiosamente, tanto los eventos de
hipometilacion como los de hipermetilacion se pueden observar en los procesos
oncogénicos [53, 54]. La hipometilacién global fue la primera alteracion epigenetica que
se reconocié en los tumores humanos [53, 54]. Aunque supone un evento temprano,
que se da incluso antes de que tenga lugar la transformaciéon tumoral en las hiperplasias,
también esta asociado a la progresion tumoral [54]. Provoca inestabilidad cromosdmica,
derepresiéon de genes impresos, y reactivacién de retrotransposones, asi como
expresion génica aberrante [55]. La hipometilacién del ADN de genes individuales en
células cancerosas es poco comun y especifica del tumor [53, 54], sin embargo, es
destacable que puede estar involucrada en la sobreexpresiéon de impulsores
oncogénicos [55]. Por otro lado, la hipermetilacion se observa con frecuencia en
elementos reguladores de la transcripciéon, como promotores y enhancer de genes [53—
55]. La adicion de esta marca hace que los promotores se silencien [53-55],
presumiblemente por el reclutamiento de represores transcripcionales y enzimas
modificadoras de histonas que se reclutan de manera dependiente de la proteina de

unién al ADN metilado (del inglés Methyl-CpG-binding domain; MBD) [55].

La metilacion del ADN es sélo uno de los muchos mecanismos moleculares de
control epigenético. Existen también alteraciones de los patrones normales de las
modificaciones covalentes de las histonas que son otra pieza clave y, por lo tanto, otra
caracteristica distintiva del cdncer [56]. Las colas de las histonas cuentan con decenas
de residuos susceptibles, cada nucleosoma posee ocho histonas, y estos estan situados
cada 200 pares de bases, lo que (como ya se menciond) da como resultado una miriada
de patrones diferentes. La distribucion aberrante de las modificaciones
postraduccionales en cancer se ha documentado en gran medida y se ha relacionado
con el mal funcionamiento de la maquinaria enzimatica que regula su escritura, borrado
y lectura [22]. Especificamente, en relacidon con la hipometilacion de las secuencias
repetitivas, se ha descrito una pérdida de acetilacién en la lisina 16 y de la trimetilacion
en la lisina 20 de la histona H4 (H4k16ac y H4K20me3, respectivamente) como marcas
de histonas distintivas en cancer [56]. Identificar qué cambios juegan un papel clave en

la tumorigénesis y cudles son meros espectadores es un objetivo critico y complicado.
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2 Glandula tiroides

En humanos, el desarrollo del tiroides comienza en el dia 20 tras la fecundacién
del ovocito, constituyendose asi la primera glandula del organismo [57]. El proceso
comienza a partir de un engrosamiento del endodermo de la parte caudal del segmento
faringeo del intestino primitivo, entre las primeras y segundas bolsas faringeas [58-61].
La organogénesis de la glandula tiroides (y su posterior mantenimiento en la edad
adulta) es el resultado de una compleja interaccidn entre los factores de transcripcion
tiroideos. Asimismo, el desarrollo estructural folicular de la glandula coincide con el
desarrollo funcional del eje hipotalamo-pituitario-tiroideo y la secrecion de hormonas
tiroideas a la circulacién fetal (entre la semana 10 y la 12 del embarazo) [57]. Tras el
nacimiento la propia glandula del neonato, completamente funcional, se encargard de
regular el metabolismo y el desarrollo postnatal [57]. Las hormonas tiroideas son
secretadas por este drgano especializado y se diseminan sistémicamente para jugar un
papel esencial en el desarrollo, crecimiento y homeostasis metabdlica, tanto en

humanos como en animales.

2.1 Anatomia macro- y microscdpica general

En el cuerpo humano la glandula tiroides se situa a la altura de la quinta vértebra
cervical y la primera vertebra toracica entre el cartilago cricoides y la escotadura
supraesternal, y se envuelve sobre la parte anterolateral de la laringe y la traquea
(Figura 7a). A pesar de que el vocablo griego para referirse al tiroides significa “forma
de escudo”, en realidad es una estructura formada por dos I6bulos unidos por un istmo
gue se asemeja mas a una mariposa (Figura 7b). Ambos lados son simétricos y tienen
forma cénica con su vértice apuntando caudalmente. Esto es asi porque las
extremidades inferiores de los Iébulos laterales (denominamos polos inferiores) no
hacen proyecciones tan prominentes como los superiores. Del borde lateral de los
I6bulos surge una formacion fibrosa, llamada ligamento de Berry, que une la gldndula al

eje laringotraqueal [62-66].

El tiroides es de color pardo, profusamente irrigado y de consistencia blanda [63,
64]. Sus dimensiones varian con la edad y entre individuos, pero generalmente la

glandula normal de una persona sin deficiencia de yodo tiene un peso situado entre los
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12-25 g, y aproximadamente 5 cm de largo y 2-3 cm en las dimensiones maximas

transversal y anteroposterior [62, 63].
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Figura 7 | Localizacion (a), anatomia (b) e histologia (b) de la glandula tiroides
normofuncionante en el cuerpo humano. Imagen creada con BioRender.

Desde el punto de vista microscépico, se encuentra la unidad funcional vy
estructural de la glandula que es el foliculo tiroideo (Figura 7c). Cada uno estd formado
por células foliculares y estd rodeado de tejido conectivo en el que se pueden encontrar
vasos capilares, fibroblastos dispersos, delgadas fibras de colageno y un pequeiio
porcentaje de células parafoliculares o células C [63, 65, 66]. Las células foliculares son
células epiteliales polarizadas y son responsables de la produccién, almacenamiento y
secrecion de hormonas tiroideas [63, 65, 66]. Estan dispuestas en unidades esféricas
conocidas como foliculos, y cuya luz contiene una sustancia proteindcea producto de la
secrecion de los tirocitos denominada coloide [63, 65, 66]. Su morfologia varia segun el
estado funcional de la glandula, ya que en periodos de inactividad (en la que los foliculos
tiroideos estan llenos de colide) las células epiteliales son cubicas o planas, mientras que
cuando hay gran actividad (cuando se ha liberado el coloide) son cilindricas altas [63, 65,

66].

2.2 Biogénesis, regulacion y funcion de las hormonas tiroideas

La sintesis y liberacidn de hormonas tiroideas, tiroxina o tetrayodotironina (T4) y

triyodotironina (T3), esta estrictamente controlada por el eje hipotaldmico-pituitario-
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tiroideo (Figura 8). En respuesta a distintos estimulos, tanto fisiolégicos como
ambientales, las neuronas del nucleo paraventricular del hipotdlamo secretan la
hormona liberadora de tirotropina (TRH). Esta hormona estimula a la adenohipofisis
para que produzca y secrete la hormona estimulante del tiroides o tirotropina (TSH) al
torrente sanguineo. Este proceso esta estrictamente regulado por un sistema de

realimentacién negativa endocrina clasica por parte de las hormonas tiroideas [67].
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Figura 8 | Descripcion general del eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides, las influencias directas e
interacciones de retroalimentacion entre los distintos componentes. TRH: hormona liberadora
de tirotropina; TSH: tirotropina; TSHR: receptor de tirotropina; I': yoduro; Ty tirosina; y Ts:
triyodotironina. Imagen creada con BioRender.

La organizacion folicular y la polaridad de los tirocitos son esenciales para el
metabolismo especializado del érgano. El receptor acoplado a proteina G, TSHR, esta
situado en la membrana basolateral de los tirocitos y se une a la TSH circulante. Su union
desencadena la activacién de la adenilil ciclasa (AC), lo que conlleva al aumento de los
niveles intracelulares de adenosin monofosfato ciclico (AMPc); y la cascada de
fosfolipasa C (PLC) generando inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG),
moléculas que estimulan la liberacidn de iones de calcio en el citoplasma [68, 69]. Estos
segundos mensajeros generados por la activacion inicial del TSHR finalmente resultan

en la modulacidn de la expresidn de genes que controlan los aspectos funcionales de la
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célula tiroidea como la captacién de yodo; la sintesis, yodacién, endocitosis y protedlisis
de tiroglobulina; la actividad de la yoduro peroxidasa; y la liberacién de las hormonas al

torrente sanguineo para su actuacién sistémica (Figura 9) [68].
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Figura 9 | Representacion esquemadtica de los aspectos clave del transporte de yodo tiroideo
y la sintesis de hormona tiroidea en los tirocitos altamente polarizados. AC, Adenil ciclasa;
ATPasa, Adenosina trifosfatasa; AMPc, Adenosin monofosfato ciclico ;D1, deyodasa tipo 1; D2,
deyodasa tipo 2; DAG, diacilglicerol; DEHALI1, yodotirosina deshalogenasa 1 (IYD), DIT,
diyodotirosina; DUOXA1 y 2, factor de maduracion de las oxidasas duales; DUOX1 y 2, oxidasa
dual; IP3, trifosfato de inositol; MCT8, Transportador de monocarboxilato 8; MIT,
monoyodotirosina; NADP+, forma oxidada de nicotinamida adenosina dinucledtido fosfato;
NADPH, nicotinamida adenosina dinucledtido fosfato reducido; SCL5A5 o NIS, simportador de
yoduro de sodio; PLC, fosfolipasa C; Ts, triyodotironina; T, tiroxina; Tg, tiroglobulina; TPO,
peroxidasa tiroidea; TSH, tirotropina; TSHR, receptor de tirotropina. Imagen creada con
BioRender.

La captacién de iones de yodo se produce en la membrana basolateral de los
foliculos tiroideos, gracias al cotransportador NIS. El yoduro se transloca a través de su
membrana apical al coloide de los foliculos a través de otros transportadores, como la
pendrina, PDS; anoctamina-1, ANO1; el regulador de la conductancia transmembrana
de la fibrosis quistica, CFTR; y el canal de cloruro ClI//H*, CIC-5 [70, 71]. Se produce la
sefial para que la tiroglobulina (Tg) se sintetice en el reticulo endoplasmatico rugoso,
tras adquirir la conformacién apropiada es transferida al aparato de Golgi para su
maduracion final y, por ultimo, ser exocitada a través de la membrana apical de los

tirocitos [71, 72].
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El yoduro sera oxidado a hipoyodito por los grupos hemo de la peroxidasa
tiroidea (TPO) e incorporado a los residuos libres de tirosina de la Tg, para formar 3-
monoyodotirosina (MIT) y 3,5-diyodotirosina (DIT) en un proceso denominado
organificacion (Figura 10a) [73]. Adicionalmente, la TPO también cataliza el
acoplamiento de dos moléculas de DIT o una de DIT y una de MIT, para dar lugar a las
hormonas tiroideas T4 y T3, respectivamente (Figura 10b) [71, 73]. Para que la oxidacién
tenga lugar es imprescindible la presencia de perdxido de hidrégeno (H203) en el coloide,
que es generado por las proteinas DUOX1/2 dependientes de calcio y NADPH [74]. Los
factores de maduracién DUOXA1/2, proteinas residentes del reticulo endoplasmatico,

son necesarias para la maduracion de estas enzimas duales [73, 74].
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Figura 10 | Fisiologia y estructura de las hormonas tiroideas. (a) La TPO cataliza la yodacion
que conduce al acoplamiento de mono-yodotirosina (MIT) y di-yodotirosina (DIT) dentro de la Tg
en un proceso denominado organificacion. (b) En el proceso de acoplamiento la TPO une dos
moléculas de DIT o una de DIT y una de MIT, para dar lugar a las hormonas tiroideas T4y Ts,
respectivamente. (c) Ademds, las yodotironina desyodasas de tipo 1 y tipo 2 (DIO1 y DIO2)
proporcionan actividad de desyodasa del anillo fenolico externo en la molécula de T, para
producir Ts. La inactivacion de la hormona tiroidea ocurre por desyodacion del anillo fenolico
interno catalizada principalmente por DIO3 (y secundariamente por DIO1) dando lugar a la T;
reversa (Ts;). Figura modificada de Citterio y colaboradores (2019) [71].
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MIT, DIT, Tay T3, que todavia forman parte de la molécula de Tg, se almacenan
en el coloide de los foliculos tiroideos hasta que se produzca la sefial que haga que se
endociten para ser secretados por el foliculo basolateralmente [71]. En el interior del
citoplasma se produce la protedlisis de la Tg que libera hormonas tiroideas de su
esqueleto polipeptidico [71]. Mientras, DIT y MIT son desyodadas por la yodotirosina

deshalogenasa (DEHAL1) para permitir el reciclaje del yoduro [70, 73].

La T4 sufre un proceso activaciéon a través de la desyodacidn del anillo fendlico
externo (Figura 10c) por parte de las selenoproteinas yodotironina desyodasas 1y 2 (D1
y D2), para dar lugar a la T3 [71]. Si, por el contrario, la desyodacion se produce en el
anillo fendlico interno (a través de D1y D3) el resultado serd una Ts reversa inactiva [71,
75]. Este proceso puede ocurrir tanto en el citosol de células en tejidos diana periféricos
como en tirocitos [71]. Se sabe que la entrada y la salida de yodotironinas en las células
estdn mediadas por varias proteinas transportadoras de membrana especificas,
incluidos los transportadores de monocarboxilato 8 y 10 (MCT8 y MCT10), el polipéptido

1 cotransportador de aniones organicos dependientes de sodio (OATP1) [67, 71, 75].

Las hormonas tiroideas salen de los tirocitos al torrente sanguineo y son
transportadas hasta los organos diana unidas a globulina fijadora de tiroxina,
transtiretina, paraalbumina y una pequefia proporcién libre [67]. Cuando llegan a las
células, la regulacién que ejercen sobre los distintos procesos metabdlicos puede ser de
dos tipos: (1) gendmica o nuclear y (2) no-gendmica o extranuclear [76, 77]. La
regulacién nuclear es el mecanismo de actuacién clasico, que implica que la forma activa
T3 ingrese en las células y se una a los receptores de la hormona tiroidea en el nucleo
ejerciendo su accién directa sobre la transcripcién de genes sensibles [76, 77]. Por el
contrario, el mecanismo no-gendmico son aquellos que no involucran directamente a
los receptores de la hormona tiroidea y son mediados por la membrana celular y/o los
sitios de unién mitocondrial y, en ocasiones, provocados por sus catabolitos endégenos

[76, 77].

Las hormonas tiroideas tienen efectos pleiotropicos en muchas vias diferentes y
drganos diana, incluyendo cambios en el consumo de oxigeno, proteinas, carbohidratos,
lipidos y metabolismo de las vitaminas [78, 79]. También regulan la termogénesis

adaptativa, y estan involucradas en el desarrollo y mantenimiento de las funciones
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cardiaca, renal, pulmonar, hepdtica y del sistema nervioso central tanto en el feto como
en el adulto [57, 78-80]. Por su parte, las células C representan solo un porcentaje
relativamente pequefio del tiroides, pero también son responsables de la produccidn de
hormonas que se secretan a la circulaciéon [63, 65, 66]. La calcitonina juega un
importante papel en la regulacion de la resorcion 6sea y uno menor en la homeostasis
del calcio [66]. Las células parafoliculares también pueden secretar en menor medida

somatostatina, péptido liberador de gastrina, katacalcina y helodermina [66].

3 Nodulos tiroideos
3.1 Epidemiologia

La disfuncién y las anormalidades anatémicas del tiroides se encuentran entre las
enfermedades mdas comunes de las glandulas endocrinas. Entre ellas, la presencia de
nodulos tiroideos es cada vez mas comun en la poblacién general [81]. Su prevalencia
depende del método empleado para su evaluacién y la poblacion de estudio,
diagnosticando un 5 % con palpacién y entre 20-35 % con ultrasonido. Sin embargo, los
porcentajes de casos reales pueden ser aun mas altos, ya que estudios realizados en
autopsias sugieren que los nédulos tiroideos ocultos pueden llegar a estar presentes

hasta en un 65 % de las personas [81].

Aunque la mayoria de los nddulos tiroideos son lesiones benignas,
aproximadamente entre el 10 %y el 15 % de ellos pueden representar cancer de tiroides
[82] y dada la prevalencia es necesaria una evaluacion exhaustiva de los mismos para
descartar la malignidad. Es importante destacar el sesgo en la incidencia con respecto al
sexo, afectando tres veces mas a mujeres que a hombres y siendo el séptimo tumor mas
frecuente en mujeres espainolas [83—85]. También la edad es importante, ya que

aumenta su frecuencia a partir de los 40 afios [83—85].

Asimismo, cabe destacar que la pandemia de Covid-19 tuvo un impacto significativo
en el numero de diagndsticos de cadncer en el mundo desde 2020 [86], siendo Espaina de
los paises mas afectados durante la primera ola. Todavia no esta claro el alcance que ha
tenido sobre el diagnostico de los tumores y las consecuencias que lo acompafaran,
pero se calcula que en 2020 se sobreestimaron los casos, ya que se observd una

disminucion del 20,8 % en pacientes recién diagnosticados [87], en parte, por la presion
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asistencial que existia en ese momento. El Centro Internacional de Investigaciones sobre
el Cancer (del inglés International Agency for Research on Cancer; IARC) estimd que en
ese afio hubo una incidencia aproximada de 18,1 millones en el mundo (excluyendo los
tumores cutaneos no melanoma), de los cuales 586.202 correspondieron a nuevos casos
de cancer de tiroides [83]. Segun la Asociacion Espafiola Contra el Cancer (AECC) usando
los datos proporcionados por la IARC y el padrén continuo del Instituto Nacional de
Estadistica (INE) espafiol, se calcularon 282.421 casos en 2020 de los cuales 5.063 se

atribuyen a los carcinomas en la glandula tiroides [84].

Los datos recogidos por el Area de Tiroides de la Sociedad Espafiola de
Endocrinologia y Nutriciéon (SEEN), indican que la incidencia se ha duplicado en los
ultimos 10 afios [88]. En este trabajo se resalta que los nuevos diagndsticos anuales por
cada 100.000 habitantes pasé de 3,42 casos en 1997 a 9,40 casos en 2015 [88]. Mientras
que la IARC para 2020, muestra que la tasa estimada de incidencia de cancer de tiroides
(ajustada por edad de personas mayores de 20 afios a la poblacidn mundial) por cada

100.000 habitantes es de 12,3 casos (Figura 11) [83].
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Figura 11 | Incidencia de cdncer de tiroides en el mundo. La tasa se presenta como nuevos
casos por cada 100.000 habitantes. Imagen tomada y adaptada de GLOBOCAN 2020 [83].

Segun la AECC, la proyeccidén en 2022 es de 290.175 nuevos casos de cdncer en
Espana, de los cuales 5.116 serdn de tiroides (Figura 12a), similares a las tasas predichas
por la Red Espafiola de Registros de Cancer (REDECAN) [84, 85]. En el caso especifico de
Asturias se prevén 7.688 nuevas incidencias de cancer para 2022, de los cuales 119 seran
de tiroides (Figura 12a). Esto quiere decir que 13 de cada 100.000 personas mayores de

15 anos seran diagnosticadas en la comunidad auténoma [84].
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|' INCIDENCIA I PREVALENCIA

Numero de casos por cada 100.000 Numero de prevalentes a 5 afios por
habitantes cada 100.000 habitantes
Todos los tipos de cancer Todos los tipos de cancer
( TAsATOTAL | Tasamuseres | TasaHomBRes |( TASATOTAL | TAsamuseres | TAsaHomBREs |
612 501 727 2146 1852 2457
Cancer de tiroides Cancer de tiroides
[.TASATOTAL I TASA MUJERES ITASAHOMBRES H TASATOTAL I TASA MUJERES [ TASA HOMBRES ]
12 19 6 48 75 20
C
( MORTALIDAD |

- 3y

Numero de fallecidos por cada
100.000 habitantes
Todos los tipos de cancer
[TASATOTALI TASA MUJERES I TASA HOMBRES ]
272 212 336
Cancer de tiroides
[ TASATOTAL I TASA MUJERES I TASA HOMBRES ]

1 1 1

Figura 12 | Representacion demogrdfica de las tasas de incidencia (a), prevalencia (b) y
mortalidad (c) del cancer de tiroides en Espafia por cada 100.000 habitantes. Imdgenes
tomadas y adaptadas de la pdgina web AECC Observatorio [84]

La supervivencia llega al 98,4 % en Estados Unidos entre el 2012 y el 2018,

suponiendo asi solo el 0,4 % de todas las muertes por cancer [89]. Los datos de

mortalidad en 2020, muestran que los tumores son una de las principales causas de

defuncion en Espafia (22,8 %), solo por detrds de las enfermedades del sistema

circulatorio [90]. Ademas, en el afio 2022 se estima un aumento una tasa de mortalidad,
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llegando a 272 fallecimientos por cada 100.000 habitantes con una edad superior a 15
afios (Figura 12b) [84]. Sin embargo, si nos centramos en los datos especificos para el
cancer de tiroides, se puede ver que tiene bajos valores de mortalidad y altos de
prevalencia. Siendo en este caso la tasa de fallecimientos de 2022 de 1 por cada 100.000

habitantes espafioles y la de prevalencia a 5 afios de 48 (Figura 12b-c) [84].

3.2 Factores de riesgo demograficos y ambientales en cancer de
tiroides

Como ya se ha mencionado, los nddulos tiroideos son muy prevalentes en la
poblacién, constituyendo un reservorio de lesiones cancerosas sin investigar. Asimismo,
la causa del observado incremento de la incidencia del cancer de tiroides durante los
ultimos afios no es conocida. Parte del aumento que se ha observado se atribuye a la
mejora en los métodos de deteccién. Si el acrecentamiento de nuevos casos
diagnosticados se debiera a esta razon exclusivamente, los distintos tipos tumorales se
verian afectados en la misma proporcién, sin embargo esto no es siempre asi [91]. Por
lo tanto, no se puede excluir que existan carcindgenos y/o factores de riesgo especificos
que pudieran influir en el aumento de la incidencia, al menos en algunas poblaciones
(Figura 13).
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Figura 13 | Factores de riesgo que podrian influencian el desarrollo de cdncer de tiroides en la
poblacion. Imagen creada con BioRender.
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Como ya se menciond anteriormente, las mujeres padecen mds cancer de
tiroides que los hombres, convirtiendo al sexo en un claro factor de riesgo. Por otro lado,
los hombres presentan un peor prondstico, asociandose a formas mas agresivas de la
enfermedad [92]. La causa de las diferencias entre ambos no estd clara, pero es probable
gue las hormonas sexuales de la mujer, sobre todo durante la época fértil, tengan cierto

impacto tanto en la promociéon como en la limitacidon del proceso oncogénico [92, 93].

No solo existen diferencias en la incidencia debidas al sexo, si no también parece
haber diferencias raciales. Los pacientes americanos de raza negra, reportados por la
SEER, presentan una tasa de incidencia menor que el resto de grupos analizados [89].
Una extensa revisidn sistematica realizada por Keane y colaboradores en 2017 [94],
revela que los hombres caucasicos padecen mas cancer de tiroides en comparacion con
asiaticos, hispanicos y negros. Los personas caucdsicas y negras tienen una mayor
proporcién de cancer folicular, mientras que en los hispanos la edad de diagndstico es
anterior al resto de grupos [94]. Las causas pueden ser debidas al sexo del paciente,
riesgo genético, factores ambientales o el estilo de vida [94]. Sin embargo, los resultados
obtenidos de analizar las posibles diferencias se ven fuerte mente influenciados por el

nivel socioeconémico, por lo que los resultados no pueden ser concluyentes [94].

Asimismo, el envejecimiento es un factor inextricablemente relacionado con el
desarrollo del cancer, tanto molecular, como epidemiolégicamente [95]. En la mayoria
de los tumores se observa un aumento en la incidencia en personas mayores a 60 afios,
sin embargo, el cancer de tiroides se diagnostica con mayor frecuencia en personas de
45 a 54 aios [89, 95]. Un hecho generalizado al estudiar la epidemiologia del cancer es
un aumento de la mortalidad a edades mas avanzadas, y lo mismo ocurre en el cancer
de tiroides donde se observa un mayor porcentaje de muertes entre los 75 y los 84 afios
[89]. Cuando se sobrepasa esta franja de edad se observa un descenso en las
defunciones [89], concurrente con la tendencia de mortalidad global asociada al cancer,

debido a la heterogeneidad de edad en las distintas poblaciones [95].

La influencia de la radiacidn ionizante estd bien documentada en el cancer de
tiroides, sobre todo si la exposicidn se produce en la nifiez o durante la adolescencia [91,
93, 96, 97]. Debido a la capacidad que tiene de concentrar yodo, la glandula tiroides

puede recibir mas radiacidon que el resto de los tejidos. La exposicidon durante el
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desarrollo en la nifiez aumenta en 15 veces la probabilidad de desarrollar adenomas
foliculares [98]. Una fuente de radiacion son los dispositivos médicos antiguos como
radiografias o tomografia computarizada en la zona del cuello y la cabeza, y la terapia
radioyodo [91, 93, 96, 97]. En la actualidad, estas herramientas han ido mejorado sus
caracteristicas, estableciendo limitaciones, haciéndolas mas seguras y asi disminuyendo
la probabilidad de desarrollar cdncer ante su exposicion [97]. Asimismo, tras la
exposicion a desastres nucleares como el acontecido en Cherndbil y las bombas de
Hiroshima y Nagasaki, se ha observado un aumento de la incidencia de cancer de tiroides

en adultos, sobre todo mujeres [96].

El déficit de yodo es necesario para el correcto funcionamiento de la glandula,
afecta a la produccion de hormonas tiroideas y tiene multiples implicaciones sobre la
salud de la poblacion. Desde que se introdujo la yodacion universal de la sal en la década
de 1990, si el yodo contribuye al aumento de la incidencia del cancer ha sido un tema
de controversia y preocupacién publica [93]. Tanto la aparicion de nddulos tiroideos
como de bocio se ha relacionado con el déficit de este micronutriente, sin embargo, la
incidencia del cancer de tiroides no se ve modificada por el estado nutricional de yodo
[99]. Algunos estudios sugirieron que la ingesta de yodo puede influir en la distribucién
de ciertos subtipos de cancer de tiroides. Puede haber mas carcinomas del subtipo
papilar en areas con adecuada ingesta y menos foliculares agresivos. Mientras que en
zonas con deficiencia de yodo hay mas riesgo de formas mas agresivas de carcinoma

folicular e incluso anaplasico [99].

La obesidad es una enfermedad multifactorial influenciada por los cambios en la
dieta y un estilo de vida sedentario, y desempefian también un papel importante en el
riesgo de desarrollar multiples enfermedades, como cardiopatias, diabetes mellitus tipo
2 y cancer [100]. Se desconoce si existe un efecto especifico sobre la glandula tiroides y
cual es el mecanismo subyacente, atribuyéndose mas a la presencia de diabetes [91, 96,
97]. La obesidad o el sobrepeso se considera ampliamente como el principal impulsor
de la diabetes mellitus tipo 2 [100]. Estos niveles elevados de diabetes son simultdneos
con tasas crecientes de obesidad, y esto parece reflejar factores ambientales y genéticos
comunes que subyacen a ambas condiciones [100]. Parece ser que resistencia a la

insulina y la hiperinsulinemia puedan estar involucrados mediada por receptores

26



INTRODUCCION

especificos sobreexpresados por las células cancerosas que estimulan su proliferacion,

diferenciacién y transformacion [91, 93, 96].

Se sabe que existen quimicos que actlan como disruptores endocrinos e
interfieren con la sefalizacién endocrina a nivel celular y molecular, lo que puede
provocar tumores en tejidos y érganos sensibles a las hormonas, incluidos: mama,
prostata, testiculos y tiroides [101]. En general, la literatura actual sugiere que la
exposicién a ciertos congéneres de retardantes de llama, bifenilos policlorados y
ftalatos, asi como a ciertos pesticidas, puede estar potencialmente asociada con un
mayor riesgo de cancer de tiroides [96, 101]. Sin embargo, hasta el momento no se ha
establecido una correlacién causal entre los contaminantes ambientales y el cancer de

tiroides en humanos [96].

La mayoria de los canceres de tiroides son esporadicos, lo que quiere decir que
no hay un claro factor de riesgo. En algunos casos, sin embargo, puede ser hereditario.
El cdncer de tiroides no medular familiar constituye entre un 3-9 % de todos los tumores
tiroideos y se presenta como una entidad discreta o como parte de otros sindromes de
cancer familiar como el sindrome de Gardner, la enfermedad de Cowden y otros
sindromes raros [102, 103]. Asimismo, también se puede encontrar el carcinoma
medular de tiroides familiar, que corresponde a uno de los varios subgrupos clinicos de
la neoplasia endocrina multiple tipo 2 (NEMII), causadas por mutaciones en el
protooncogén RET que pueden ser heredadas de manera autosémica dominante [103].

El carcinomas medulares suele ser la primera manifestacion clinica de NEMII [98].

Las mutaciones pueden pasar de los progenitores a su descendencia, o pueden
ser adquiridos por dafio genético que ocurre a lo largo de la vida. Parece existir un
vinculo entre las exposiciones en el Utero, en particular las relacionadas con trastornos
de la tiroides materna, deficiencias de yodo, susceptibilidad genética, enfermedades
autoinmunes como la tiroiditis de Hashimoto y un mayor riesgo de cancer de tiroides

mas adelante en la vida [104].

3.3 Clasificacion histopatologica

Por un lado, las hiperplasias son una respuesta fisioldgica ante un estimulo que

conduce a la proliferacion celular normal y al agrandamiento de un drgano [105].
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Aunque los tirocitos en condiciones normales tienen una tasa de replicacion baja, bajo
las sefiales adecuadas (tanto ambientales como genéticas) son muy proliferativas [106].
Un ejemplo puede ser deficiencia de yodo, que directa o indirectamente, es el principal
promotor del potencial replicativo de la glandula [106]. Mientras que las neoplasias se
definen como una masa anormal de tejido, cuyo crecimiento es superior, y ademads no
coordinado con el resto del organismo y que persiste en su crecimiento cuando termina

el estimulo que lo ha desencadenado [105].

Por otro lado, los tumores son tejidos complejos y heterogéneos compuestos por
multiples tipos de células que interactian entre si. Desde el punto de vista cldsico, las
células inicialmente sanas, evolucionan hacia un estado neoplasico adquiriendo una
serie de caracteristicas y capacidades distintivas, que en ultima instancia les permitiran
diseminarse a otras partes del cuerpo. En especifico, la patogenia de los nédulos
tiroideos se caracteriza por la acumulacion de mutaciones y cambios epigenéticos que
conducen a la progresioén a través de un proceso de desdiferenciacién. En el campo de
la patologia, se reconoce la desdiferenciacion como la pérdida morfolégica de la
identidad del linaje con la progresion del tumor [107]. Asi, las lesiones tiroideas pueden
originarse por alteraciones en cualesquiera de los tipos celulares que componen la
glandula (células foliculares; células parafoliculares; linfocitos; elementos estromales; y
vasculares) e, incluso, puede presentar metastasis procedentes de tumores primarios

en otras localizaciones.

La clasificacion de los nddulos tiroideos (Figura 14) esta en continuo desarrollo y
actualizacion, por ello, en este trabajo nos centraremos en la separacidn de los nédulos
en base a los hallazgos histoldgicos descrita por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en 20174 [98]. Se prestara especial atencidn a las lesiones que se originan a partir

de las células foliculares de tiroides, y a continuacién se describen con mayor detalle:

% La clasificacion completa se detalla en Anexo 1: Tabla S1.
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Noédulos benignos Tumores de potencial maligno incierto (UMP)
- Hiperplasias nodulares (HN) - Bien diferenciados (WDT-UMP)
- Adenomas foliculares (FTA) - Foliculares (FT-UMP)
2 - Adenomas de células de - Neoplasia tiroidea folicular no invasiva con
A ¢_'B Hurthle (HCA) caracteristicas nucleares de tipo papilar (NIFTP)
= [
©°
P b | Carcinomas bien diferenciados (WDTC)
® © .
= . .
e ) | - Carcinoma papilar (PTC) - Carcinoma folicular (FTC) - Carcinoma de células de
: . Hirthle (HCA)
—— T — | l l
A !
€ .
g * » clasico (CPTC) * minimamente invasivo * minimamente invasivo
g © | + de células altas (TPTC) (miFTC) * encapsulado angioinvasivo
' I é : folicular (FVPTC) * encapsulado angioinvasivo = ampliamente invasivo
g | * ampliamente invasivo
Originados a partir de ) l (wiFTC)
células parafoliculares 5
p © | * encapsulado invasivo (EIFVPTC)
—_— — —_ l ....... 8 . * Invasivo (IFVPTC)
* Carcinomas medulares (MTC) |
L -------------- - *  Carcinoma pobremente diferenciado (PDTC) Carcinoma anapldsico (ATC)

Figura 14 | Esquema representativo de la clasificacion de los tumores tiroideos (OMS 2017)
referenciados a lo largo de este trabajo.

3.3.1 Hiperplasia nodular

Los llamadas hiperplasias nodulares (NH), son bultos de origen policlonal que
pueden presentarse de forma aislada o encontrarse en el contexto de un bocio
multinodular [98, 108, 109]. La prevalencia se encuentra entre 1y 10 %, dependiendo
de las ubicaciones geogréficas [108]. Presentan tamafios que pueden ir desde 4 mm a 3
cm, o incluso mds [98]. Morfoldégicamente, son lesiones foliculares hiperplasicas
definidas por la proliferacion epitelial folicular benigna bien circunscrita, que presentan
una histologia y arquitectura heterogéneas indistinguibles del tejido circundante [105].
Cabe recalcar que los NH pueden presentar en algunas ocasiones pseudocapsula, ya que
pueden sufrir cambios regresivos en los que la fibrosis perinodular hace que parezcan a
un adenoma folicular. Asimismo, cuando la fibrosis no es homogénea, haciendo que
estas irregularidades sean confundidos como invasién y por lo tanto, se pueden
diagnosticar erréneamente como carcinomas [110]. El tratamiento de los NH depende
de las caracteristicas clinicas y del contexto en el que aparezcan [108]. Sin embargo, al

no ser neoplasias malignas, generalmente no precisan ser operados.
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3.3.2 Adenoma folicular

La prevalencia de los adenomas foliculares (FTA) en la poblacion se estima entre
un 3-7 % [98]. Se define como una neoplasia benigna, encapsulada, no invasiva, que
muestra signos de diferenciacidon folicular, pero sin caracteristicas nucleares de
carcinoma papilar [98]. Los adenomas son de origen monoclonal, caracteristica que los
diferencia de los HN [98, 105, 109]. Ademas de las caracteristicas ya mencionadas,
presentan rasgos histopatoldgicos que los diferencian del tejido adyacente [98].
Presentan un estroma escaso con una arquitectura celular que puede ser normal,
macrofolicular, microfolicular, sélida y/o trabecular, y que raramente presentan
patrones insulares o papilares. Los nucleos en los FTA se presentan de formas y tamanos
variables; sin embargo, suelen estar situados en la base, redondeados, con contornos

suaves y cromatina uniforme.

Como ocurre con la mayoria de las neoplasias de la tiroides, los FTA suelen ser
asintomaticos [98]. Su manejo en la prdctica clinica depende mdultiples factores,
incluyendo el tamafio del nddulo, si mantienen sus dimensiones en el tiempo, de las
caracteristicas ecograficas, los resultados de la biopsia exploratoria y los deseos del
paciente [108]. Pueden coexistir con los NH en los bocios multinodulares y aparecer
junto a otros ndédulos de caracter maligno [105]. Sin embargo, como son tumores

benignos el prondstico de estos nddulos es excelente [98, 108].

3.3.3 Carcinomas de tiroides bien diferenciados

3.3.3.1 Carcinoma folicular de tiroides

Esta categoria representa un 10-15 % de los tumores de tiroides [111]. El
carcinoma folicular de tiroides (FTC) es bien diferenciado, delimitado por una capsula
(mds bien gruesa) y sin caracteristicas nucleares papilares, que se origina a partir de las
células epiteliales foliculares de la glandula tiroides. La arquitectura celular puede ser
normal, macrofolicular, microfolicular, cribiforme, y/o trabecular/sdlido [98]. Al ser una
neoplasia maligna un rasgo distintivo, que las diferencia de NH y FTA, es la invasion
capsular y/o vascular, ya sea mas o menos extensiva [98, 111]. Se define angioinvasién
o invasién vascular como la penetracidn de células tumorales en el lumen de los vasos

sanguineos y que deben estar recubiertas por una capa de células endoteliales. Por otro
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lado, la invasidn de la cdpsula se define como la transgresién completa e inequivoca de

la cdpsula fibrosa por las células tumorales [98].

La extension de la invasion es relevante desde el punto de vista del prondstico.
De esta forma los FTC se pueden subclasificar en: (1) minimamente invasivo, (2)
encapsulado angioinvasivo y (3) ampliamente invasivo [98]. En los tumores
minimamente invasivos se observa un comportamiento muy indolente, mientras que los
tumores ampliamente invasivos y angioinvasivos suelen mostrarse como tumores mas
agresivos [98]. La tasa de supervivencia libre de enfermedad a los 10 afios para el
conjunto de FTC minimamente invasivo y angioinvasivo es del 93,5 %, mientras que las
formas mas agresivas bajan al 53,6 % [111]. La diseminacién linfatica es un suceso raro
en FTC (1-7 %) [111] y suelen redirigir el diagndstico hacia carcinoma papilar [98]. Si hay
presencia de células tumorales en los ganglios linfaticos es en los FTC mas invasivos,
generalmente es en combinacidon con metdastasis en otros drganos. Los tumores
secundarios con difusién hematdgena se desarrollan con mayor frecuencia en pulmény
hueso (6-20 %) [111]. Los pacientes con formas tan avanzadas de la enfermedad tienen
una tasa de supervivencia a largo plazo situada entre el 31 % y el 43 % [111]. El manejo
de estos pacientes incluye la lobectomia parcial o total de la gldndula tiroides y en

ocasiones tratamiento con yodo radioactivo [98, 111].

3.3.3.2 Carcinoma papilar de tiroides

Los carcinomas papilares de tiroides (PTC) son los nddulos malignos que los
pacientes desarrollan con mayor frecuencia, 80-85 % [98, 105]. Cuando un patélogo
hace referencia a la palabra papilar, es para describir a las células que se unen para crear
proyecciones de tejido largas en forma de dedos [98]. Las células se ven en la superficie
exterior del tejido, mientras que los vasos sanguineos pequefios se ven en el interior

[98].

El PTC un tumor epitelial maligno que muestra evidencia de diferenciacién de
células foliculares y un conjunto de caracteristicas nucleares distintivas, como: aspecto
de vidrio esmerilado, hipocromaticos, tamafo grande, contorno irregular, hendiduras
profundas, nucléolo pequeno, pseudoinclusiones y frecuentemente calcificaciones

denominadas cuerpos de psamoma [98, 105]. Estos nddulos también presentan una
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capsula, pero por definicion son invasivos para distinguirlos de sus contrapartes

indolentes.

En este tipo de neoplasias malignas se pueden encontrar también numerosas variantes,
entre ellas las mas frecuentes son la cldsica (55-65 %) y la folicular (23-41 %) [112]. La
variante folicular del carcinoma papilar (FVPTC) representa un grupo de tumores con un
patrén de crecimiento exclusivamente folicular, que se subclasifica a su vez en
encapsulados infiltrativos y en infiltrativos [98]. Al ser nddulos malignos también

presentan alteraciones en la continuidad de la capsula [98].

En general, son tumores de buen prondstico, en los que la tasa de supervivencia
a 10 anos se estima alrededor del 93 % [98, 98, 113]. Ademas, ambos siguen una historia
clinica similar encontrando frecuentemente metastasis ganglionares y mds rara vez a

otros organos [98].

3.3.3.3 Carcinomas oncociticos

Se consideran un grupo aparte en la nueva clasificacion de la OMS de 2017, y
aquellos tumores con un porcentaje de células oncociticos superior al 75 % [98]. Los
tumores con invasién capsular y/o vascular se conocen como carcinoma de células de
Hirthle (HTC), y su contraparte benigna se denomina adenoma de células de Hirthle

(HTA) [98].

Los HTC son neoplasias malignas y a su vez se subdividen en los subtipos
minimamente invasivo, encapsulado angioinvasivo y ampliamente invasivo, al igual que
los FTC. Representan del 3 % al 4 % de todos los canceres de tiroides[114]. Sin embargo,
hay que tener en cuenta que las células oncociticas no son especificas de este tipo de
nddulos y también se pueden encontrar en el resto, aunque en menor proporcién [98,
105]. Los oncocitos son células grandes con grandes nucleos ubicados centralmente con
nucléolos prominentes y un citoplasma abundante, granular y eosinofilico, que
representan el anormal niumero de mitocondrias presentes [98, 108]. Por otro lado, los
HCA tienen muy buen prondstico, la tasa de supervivencia de los carcinomas oscila entre
el 85 % para lesiones con capsula practicamente intacta y alrededor del 10 % para casos

muy invasivos [98].
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3.3.4 Tumores tiroideos de potencial maligno incierto

Los tumores tiroideos en el limite de la malignidad o también Ilamados tumores
de potencial maligno incierto (UMP), corresponden nddulos donde no esta claro su
comportamiento bioldgico, ya que la invasion capsular y/o vascular es cuestionable [98].
Por un lado, una considerable proporcién de carcinomas de bajo riesgo (como el FTC
minimamente invasivo) se reasignaron a la categoria de tumor folicular de potencial
maligno incierto (FT-UMP). Ademas, la mayoria de los PTC encapsulados sin invasién
clara se reclasificaron en esta categoria, incluidos el tumor bien diferenciado de
potencial maligno incierto (WDT-UMP) y la neoplasia tiroidea folicular no invasiva con
caracteristicas nucleares de tipo papilar (NIFTP) [98]. Estos ultimos se corresponden con
la variante tumoral FVPTC encapsulado no invasiva, que fueron reclasificado en 2016
como una categoria independiente debido a sus caracteristicas indolentes [98, 115]. Con
esta reclasificacién se pretendia reducir el sobretratamiento de los tumores de bajo
riesgo. La reseccidn de la glandula puede ser evitada en estos casos, pero puede ser una
opcién para aquellos pacientes que no quieran vigilar periédicamente estos nddulos

[115].

3.3.5 Carcinomas desdiferenciados

En este grupo se encuentran los carcinomas foliculares pobremente
diferenciados (PDTC) y los anapldsicos (ATC). La evidencia actualmente disponible apoya
la suposicién de que los carcinomas diferenciados (generalmente PTC) son precursores

de PDTCy ATC [98, 116].

3.3.5.1 Carcinoma pobremente diferenciado

El carcinoma pobremente diferenciado se encuentra bioldgicamente en una
posicién intermedia entre los carcinomas bien diferenciados y los tumores mas
agresivos, los ATC [98, 117]. La prevalencia de los PDTC varia segun la regién geografica,
entre 0,3 % y 7 % [98]. Se caracterizan por la presencia de crecimiento
sélido/trabecular/insular en mas del 50 % del area del tumor; células pequefias sin
caracteristicas de PTC pero con nucleos hipercromdticos contorneados; mitosis

frecuentes; y necrosis extensa [98, 117]. Ademas, se trata de tumores voluminosos (>5
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cm) y muy invasivos, extendiéndose hacia tejidos blandos (60-70 %), vasos sanguineos
(60 %) y formando tumores secundarios tanto ganglionares (15-65 %) como a distancia
(40 -70 %; pulmodn, hueso, cerebro, higado, piel, bazo y rifién) [98]. Tienen peor
prognosis que los tumores anteriormente mencionados con una tasa de supervivencia

60-70 % a los 5 afios [117].

3.3.5.2 Carcinoma anaplasico

Los carcinomas anaplasicos son tumores raros (< 5 %) pero son los mas
indiferenciados y de peor prondstico [98]. La supervivencia media de los pacientes se
encuentra en los 6 meses, y solo el 10-15 % de los pacientes sobrevive 2 afos después
del diagndstico [98, 113]. Son tumores muy agresivos que presentan extensa invasion
de las estructuras adyacentes a la glandula (traquea, eséfago, musculos, nervio laringeo
recurrente), ganglios linfaticos cervicales y/u dérganos a distancia (principalmente

pulmén, hueso y cerebro).

Tabla 1 | Resumen de las caracteristicas clinicas y epigenéticas en las lesiones foliculares de
tiroides. Salvo especificado de otra manera, las alteraciones epigenéticas representadas en esta
tabla hacen referencia a aquellas que ocurren con respecto al tejido normal de referencia.

FTA PTC FVPTC FTC PDTC ATC
Frecuencia 1-10% = 80-85 % =20 % =10-15% =7% <5%
Diferenciacion Buena Buena o Buena o Buena o Baja Ninguna
moderada moderada moderada : &
Mortalidad 99-100 % 93 % 93 % 90 % 60-70 % 10-15%
Frecuencia de
A Baja Baja Baja Baja Alta Mas alta
mutaciones
Intermedi
Patrones de ocon Hipometilacié Hipometilacio Hipermetilacio Muy aIte'rad'ol, Muy aIte'rad'ol,
N hipometilacié hipometilacié
metilacion | respectoa n n n ¢ ¢
FTC
Patrones de
hidroximetilacio - Disminuido Disminuido - Disminuido
n
H3K18ac Elevado Elevado Elevado Elevado Disminuido
H3K9-K14ac Elevado Elevado Elevado Elevado Elevados
H4K12ac Elevado No hz'ay No h.ay No hay cambios No hgy
cambios cambios cambios
H3K27me3 | Moderado Elevado Elevado Elevado Muy elevado Muy elevado

3.4 Alteraciones moleculares en las lesiones foliculares de tiroides

En este apartado se revisa el conocimiento actual de las alteraciones moleculares
en el cancer de tiroides desde una perspectiva gendmica y epigendmica, destacando los

mecanismos mutacionales involucrados en la iniciacién y progresion de las lesiones
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tiroideas, las modificaciones postraduccionales de las histonas y el papel de las

alteraciones en los niveles de metilacién e hidroximetilacién sobre el genoma (Tabla 1).

3.4.1 Perfil de alteraciones genéticas

La disponibilidad de avanzadas tecnologias de secuenciacién del genoma ha llevado
a un gran progreso en la aclaracién de los mecanismos moleculares que subyacen al
cancer de tiroides, una enfermedad genéticamente simple con una carga de mutaciones
somaticas relativamente baja [118—-121]. Las neoplasias clonales de tiroides pueden
adquirir mutaciones conductoras que les proporcionan una ventaja fundamental en su
transformacién hacia carcinomas. Estas alteraciones que otorgan una ventaja selectiva
son mutuamente excluyentes en carcinomas bien diferenciados, mientras que en los
tumores indiferenciados ademdas de las mutaciones conductoras acumulan otras

adicionales posteriores, denominadas eventos tardios [116, 119].

[ Rutas MAPK y PI3K/AKT/mTOR

Condiciones fisiolégicas Proceso tumoral

Figura 15 | Vias MAPK y PI3K/AKT/mTOR en el cancer de tiroides versus en condiciones
normales. Tras la activacion de varias tirosin quinasas (RTK) a través de ligandos extracelulares,
se dimerizany activan la via MAPK a través de la activacion de proteinas RAS y también estimulan
la cascada PI3K-AKT a través de PIK3. Ambas vias estimulan la proliferacidn, la angiogénesis y la
migracion de células. En el cdncer de tiroides, varios genes de fusién o mutaciones simulan la
activacion fisiolégica de los RTK, incluso en ausencia de ligandos, lo que conduce a una
sefializacidén constitutivamente activa de MAPK y PI3K/AKT. Se destacan las fusiones que han
acontecido en los genes RET y NTRK1/3 (estrella amarilla), las mutaciones activadoras de PIK3CA,
AKT, RASy BRAF (estrella verde), asi como las mutaciones nocivas de PTEN (estrella roja). Imagen
tomada y adaptada de Balock y colaboradores (2022) [122].

A pesar de la frecuencia baja de mutaciones somdticas en los tumores bien

diferenciados, la naturaleza de las vias implicadas en la tumorigénesis tiroidea es
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compleja, con numerosos componentes, multiples puntos de interferencia, diferentes
localizaciones subcelulares y con la capacidad de regular, potencialmente, muchos
procesos celulares [123]. Especificamente, las mutaciones puntuales y las fusiones de
genes que conducen a la activacion de las vias de sefializacién de la proteina quinasa
activada por mitdgenos (MAPK) y la fosfoinositol 3-quinasa/proteina quinasa B/diana de
rapamicina en células de mamifero (PI3K/AKT/mTOR) son cruciales para la

tumorigénesis y la progresion de los tumores tiroideos (Figura 15).

[ ¢ e e s s e s — e — et — — .
© PTC (TCGA) CPTC (TCGA) FVPTC (TCGA) |
| *  BRAF-like * BRAF *  N/H/KRAS :
FTA . *  BRAFV600E *  N/H/KRAS * BRAF |
* N/H/KRAS . *  Fusién BRAF * EIF1AX * EIF1AX
BRAF K601E | : Ezz:z: ::ETT «  Promotor de TERT + Fusién PPARy
EIF1AX . RAS-like » Fus?c:)n PPARy . Fus?(?n THADA |
= PTEN | « N/H/KRAS . Fus!?n THADA . Fus!t?n BRAF
*  PI3KA : «  BRAFK601E * Fusion FGFR2 *  Fusion NTRK3 |
*  Fusién PPARy | «  FIFIAX = Fusion BRAF = Fusion MET
. *  PTEN = Fusion NTRK1/3 = Fusion RET
. *  Fusién PPARy *  Fusion LTK |
| +  Fusion THADA «  Fusién ALK .
WDT-UMP DL o e TPTC (TCGA) | Acumulacién e
. ':ﬁ‘jn RET | «  Promotor de TERT . BR.GTI’T . de alteraciones : PDTC |
-« Fusién ALK *  Fusién BRAF | * ATC
|- Fusion NTRK1/3 + Promotor de TERT : T'ﬁ:k Ti?(:: ﬂ::P?l- L™
UMP  p ST AT ST oo T T ,» AKT, s
g I:vr:':s v HRAS M Frc I HTMs, Genes de
+  Fusién PPARy -+ N/H/KRAS . reparacion del ADN,
| * BRAF K601E, EIF1AX, PTEN, PI3KA, EZH1 I Genes SWI/SNF
NIFTP . * Promotor de TERT .
- NH/KRAS | o _FusionPPARY .. 1
«  BRAF K601E TR T T T T T —.
: .‘E:;‘;!(:X | - Sobre todo genes mitocondriales |
« Fusion PPARy . Genes involucrados en las rutas MAPK y PI3K/AKT/MTOR
. . * Genes remodeladores epigenéticos |
Fusién THADA | * Genes de reparacion del ADN .
-+ MADCAMI, EIF1AX, UBXN11, NRAS, FAM171, HRCT1, DLX6, OR4L1, °
| .. ATXN1, POMZP3, FRG2B, Promotor de TERT . __ | |

Figura 16 | Resumen de las mutaciones mds frecuentes de neoplasias derivadas de células
foliculares. Imagen tomada y adaptada de Kakudo y colaboradores (2018) [117].

Por un lado, la cascada de sefializaciéon MAPK se asociada al desarrollo de PTCy
los elementos afectados incluyen mutaciones puntuales de los genes RAS y BRAF y
reordenamientos RET/PTC [117, 123]. Por otro, tanto la activacion de MAPK como de la
via PIBK/AKT/mTOR, se relacionan con el desarrollo de FTC, mediante mutaciones
puntuales en RAS, PIK3CA, AKT1y PTEN [117, 123]. Ambas vias de sefializacion controlan
una amplia variedad de procesos celulares esenciales, y su hiperactivacidon aberrante
causa una mayor proliferacion, angiogénesis y migracion celular, asi como a la
regulacién negativa de la transcripcion de genes responsables de la diferenciacion de la
glandula tiroides [123]. A pesar de que se ha mencionado que las alteraciones en ambas

rutas se relacionan con el desarrollo de PTC o FTC, también se encuentran en diferentes
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proporciones en los distintos subtipos tumorales anteriormente descritos en la Seccién

3.3 (Figura 16).

RAS es el oncogén mutado con mayor frecuencia en cancer y se encuentra
constitutivamente activado en un tercio de todos los tumores humanos [123]. La familia
RAS comprende tres isoformas principales codificadas por genes diferentes, a saber, H,
K y NRAS. La frecuencia de mutacion en los tumores varia segun la isoforma siendo la
mas comun KRAS (86 %), seguido por NRAS (11 %), y finalmente HRAS, que es
relativamente raro (3 %) [123]. Debido al parecido entre los tres genes cabria esperar
funciones similares, sin embargo, KRAS activa la via de las MAPK de manera preferencial
[123]. Mientras que NRAS, y sobre todo HRAS, activan la cascada de sefializacién PI3K-
AKT [123]. Especificamente en las neoplasias de tiroides, las mutaciones en el gen RAS
ocurren en FTA (30 %), NIFTP (30-50 %), HCA (16 %), PTC clasico (0-35 %) (CPTC), FVPTC
(30-45 %), FTC (30-50 %), HCC (19 %), PDTC (20-50 %) y ATC (10-50 %) [98, 116, 117,
124]. Mutaciones en otros puntos de la via, como PIK3CA ocurren tanto tumores
benignos (FTA), como malignos (FTC, PTC hobnail, PDTC, ATC) de tiroides [98, 113, 117].
Diferentes fosfatasas ejercen un control negativo sobre la via, especialmente PTEN, que
se opone a lafuncién de PI3K al promover la desfosforilacién de fosfatidilinositol (3,4,5)-
trisfosfato [123]. Las mutaciones inactivadoras de PTEN se pueden encontrar en tanto

en FTA, como en FTC, PDTCy ATC [98, 113, 116, 117].

Por otro lado, las mutaciones en BRAF mantienen activa la via de las MAPK
independientemente de sefializacién extracelular, teniendo un impacto directo sobre el
desarrollo tumoral. La alteracién mas comun consiste en la transversidon T1799A, que
conlleva la sustitucion del aminoacido neutro valina por acido glutamico en la posicién
600, dando lugar a la variante V600E [98]. ComUnmente es una alteraciéon encontrada
en PTC (30-60 %), siendo mas frecuente en las variantes clasica (45-80 %) y de células
altas (60-95 %) (TPTC) y menos en FVPTC (5-25 %) [98, 125]. También puede detectarse
en las formas mas indiferenciadas del cancer de tiroides ATC y PDTC. Generalmente, son
raras en FTC (<2 %) [126, 127], e incluso mas en NIFTP, UMPs y FTA. Curiosamente, la
sustitucion de una adenina por una guanina en la 1801 da como resultado una
sustitucion de lisina por acido glutamico en el aminoacido 601, generando la variante

BRAFX€OIE Esta variante rara de BRAF puede encontrarse alterada en neoplasias con
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patrén folicular tanto malignas (FVPTC, FTC) como benignas (FTAy NIFTP) [98, 117, 128,
129].

Curiosamente, en 2014 se presentaron los resultados del proyecto El Atlas del
Genoma del Cancer (del inglés, The Cancer Genome Atlas; TCGA), en el que se analiza
una de las cortes mas grandes de cancer de tiroides (en inglés Thyroid Cancer Atlas;
THCA) [119]. Esta iniciativa cataloga los cambios moleculares de importancia bioldgica
qgue acontecen en 496 PTC, (incluidos CPTC, FVPTC y TPTC) [119]. Gracias a este trabajo
se pueden resumir las alteraciones que ocurren en PTC en un 75 % de mutaciones
puntuales, un 15 % de fusiones de genes y un 7 % de variaciones en el nimero de copias
[117]. No solo eso, en este trabajo se describieron dos grupos moleculares en funcién
de sus perfiles de expresidn génica, los denominados BRAF-like y RAS-like, cada uno con
caracteristicas clinicas diferentes [119]. Los tumores BRAF-like muestran un patrén de
crecimiento papilar, correspondiendo generalmente con los CPTCs y TPTC. Las
mutaciones mas comunes en este subtipo son BRAFV®%F y reordenamientos génicos en
BRAF, RET y MET [119]. Por el contrario, los tumores RAS-like presentan se
correspondian en un 80 % de los casos FVPTC, con mutaciones en los genes RAS, EIF1IAX
y PTEN, y reordenamiento de los genes PPARG, FGFR2 y THADA [117, 119].
Adicionalmente, mutaciones en el promotor de TERT y reordenamientos en ALK, NTRK1,
NTRK3 pueden ocurrir en ambos subtipos moleculares [119]. Los tumores WDT-UMP y
NIFTP, al haber sido reclasificados, también pueden presentar un perfil mutacional RAS-
like [98]. En 2016, Yoo y colaboradores describen en una cohorte, que también incluye
FTA y FTC, una tercera clase que denominaron Non—-BRAF-Non—RAS. Este grupo
presentaba mutaciones conductoras principalmente en DICER1, EIF1AX, IDH1, PTEN,
PAX8—PPARG y THADA-IGF2BP3, e incluia sobre todo a FTA, FTCy rara vez FVPTC o CPTC
[125]. Asimismo, la alteraciones de EIFIAX son concomitantes con las mutaciones
conductoras de la via MAPK [119], se puede encontrar generalmente en neoplasias
como FTA, NIFTP, FTC, PTC (generalmente FVPTC), HCC, PDTC y ATC, y raramente en
hiperplasias [98, 117, 130].

En cuanto a las reorganizaciones génicas, la fusion de los genes PAX8 y PPARy es la
lesién mas comunmente asociada con FTC (30-35 %) [123]. Como se comentd, PAX8 es

un factor de transcripcién tiroideo importante, ya que participa en la diferenciacién de
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las células foliculares y en la regulacion de una serie de genes especificos del tiroides
[59]. Mientras que PPARy es mejor conocido por su implicacion en la adipogénesis y la
sensibilizacién a la insulina [131]. La expresiéon queda controlada por el gen PAX8, y
aunque la funcién de este reordenamiento todavia es objeto de estudio, generalmente
estimula la proliferacion celular, inhibe la apoptosis y altera el estado de diferenciacién
celular [131]. La fusidon PAX8/PPARy, aunque con menor frecuencia, se puede encontrar

en también FVPTC, PDTC, HCC, NIFTP y FTA [116, 125, 117, 123, 132-136].

Otros genes que pueden ser diana de reorganizaciones en cancer de tiroides son
RET y THADA. El primero es una tirosina quinasa, que sirve como receptor para ligandos
de la familia del factor neurotréfico derivado de la glia. La proteina del protooncogén
RET se dimeriza y sufre autofosforilacion en residuos de tirosina intracelular, lo que
permite el reclutamiento de proteinas adaptadoras y la activacién de cascadas de
sefializacion como MAPK y PI3K, entre otras [123]. Se han descrito numerosas fusiones,
sin embargo, las mas comunes ocurren con los genes CCDC6 y NCOA, denominados
RET/PCT1 y RET/PTC3, respectivamente [123]. Preferentemente ocurren en PCT, pero
también se pueden encontrar en FTA [123]. No parece estar relacionado con la
progresion de PDTC o ATC, aunque en el primero si que se han registrado fusiones
RET/PTC[116, 123]. Por otro lado, el THADA se ha relacionado tanto con el metabolismo
como con la adaptacion al clima [137]. La fusién de este gen con el IGF2BP3 conduce al
aumento de la traduccién de IGF2 y la sefializacidon del receptor de IGF1 a través de las
cascadas PI3K y MAPK, y promueve la proliferacion, invasion y transformacion celular

[138]. Se puede encontrar en FVPTC, NIFTP y FTA [139]

Por otro lado, el 55 % neoplasias de células oncociticas también sufren mutaciones
conductoras en las vias de sefializacion MAPK y PI3K/AKT/mTOR [124, 140]. Sin
embargo, estas neoplasias, tanto adenomas como carcinomas, tienen un perfil
molecular distintivo que generalmente la diferencia del resto de los subtipos [114, 124,
140, 141]. Las hiperplasias nodulares con componente de células de Hiirthle, al ser no
clonales, no presentan alteraciones moleculares, mientras que los HCA no suelen
presentar mas de una mutaciéon conductora. En cuanto los HCC, las mutaciones mas
comunes se pueden encontrar en MADCAMI1, EIF1IAX, UBXN11, TERT, DAXX, y NF1,

siendo infrecuentes las mutaciones en BRAF (0-5 %) y las diferentes isoformas de RAS
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(NRAS, 9-12 %; HRAS, 0-8 %; y KRAS, 0 %) [124, 140]. Ademas, la variacion en el nimero
de copias es la alteracidn genética mas habitual en HCC, ocurriendo también en HCA en
menor frecuencia [124]. Las mutaciones del promotor de TERT y las mutaciones de TP53
se encontraron mas comunmente en los subtipos mas invasivos [124, 140, 141]. Cabe
destacar que se encontraron genes alterados relacionados con el dafio del ADN, las vias
de reparacion del genoma, mutaciones en genes relacionados con la remodelaciéon
epigenética y mutaciones mitocondriales [140]. Estas ultimas explicarian la base de la

disfuncién mitocondrial que es el sello distintivo de este subtipo tumoral de tiroides.

Por ultimo, mientras que los carcinomas papilares tienen frecuencias bajas de
mutaciones somaticas, los ATC se encuentran en el extremo opuesto superando los 100
cambios por megabase [38]. Un peor prondstico e incluso la progresién del cancer de
tiroides diferenciado a cancer de mayor grado (PDTC y ATC) se asocia con la acumulacién
de mutaciones en otros genes oncogénicos, como TP53, PIK3CA, AKT1 y el promotor de
TERT [98, 113, 116]. Alteraciones genéticas en las vias MAPK y PI3K/AKT son
concurrentes en este tipo de tumores malignos e impulsan el caracter agresivo de los
tumores indiferenciados. Asimismo, las diferencias entre los perfiles moleculares BRAF-

like y RAS-like persisten en PDTC, pero se pierden en gran medida en ATC [116].

3.4.2 Perfil de modificaciones epigenéticas

Se sabe que una Unica lesién génica, como las mutaciones puntuales, puede
alterar la expresidn de genes supresores de tumores u oncogenes, siendo clave en la
formacién de un tumor. Por ello, se considerd en un principio que el cancer tenia un
origen genético. Gracias al avance en el campo de la epigenética, actualmente se sabe
gue la acumulacién de alteraciones epigenéticas también puede inducir cambios en la
regulacién de la expresidon de genes relacionados, por lo que pueden ser también

participes de la biologia tumoral, incluido el cancer de tiroides

Mas adelante, se describe en detalle cdmo alteraciones en los perfiles de
metilacion del ADN se relacionan con el cancer de tiroides. No obstante, no es éste el
Unico mecanismo epigenético que se ve alterado en las células foliculares.
Determinados cambios en las modificaciones postraduccionales de histonas se han

observado también durante la carcinogénesis tiroidea. La investigacidn del patrén global
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de acetilacion de histonas revel6 que los niveles de H3K9-K14Ac son mas altos en los
tumores tiroideos FTA, PTC, FTC y PDTC con respecto al tejido normal adyacente [142].
Curiosamente, sdlo los FTA presentaron valores mas elevados de H4K12ac en
comparacion con el resto de las muestras. Este hecho se destacd porque podria ser
usado como marcador para distinguir los adenomas del resto de neoplasias foliculares
en punciones citoldgicas [142]. Asimismo, los niveles de H3K18ac se encontraron mas
bajos en los PDTC que en los tumores bien diferenciados, por lo que proponen que la
reduccion de esta marca podria jugar un papel durante la progresion del cancer de
tiroides [142], como ya se ha observado en otros tumores, como carcinomas de mama,
colon, pulmén, higado y pancreas [143]. Por otro lado, los niveles de H3K27me3 podria
estar asociado con la agresividad y la desdiferenciacién en el cancer de tiroides, ya que
se ha visto sobreexpresado en tumores tiroideos malignos, especialmente en los
indiferenciados (PDTC y ATC) [144]. Ademas, se relaciona con una mayor frecuencia de
extension extratiroidea, invasion linfovascular y metastasis en ganglios linfaticos en
carcinomas tiroideos bien diferenciados [144]. A pesar de la existencia de diferentes
estudios, se dispone de escasa informacidn sobre el impacto que tiene la remodelaciéon
de las modificaciones postraduccionales sobre la expresion génica en la tumorigénesis
tiroidea. Son necesarios mas estudios para comprender con mayor profundidad las
implicaciones de estas alteraciones y explorar, en base a ello, su utilidad prondstica y

diagndstica en el manejo de estos pacientes.

Asimismo, se estudios recientes han demostrado que los PTC, tanto las variantes
clasica y folicular, presentan niveles de 5hmC globales significativamente mas bajos en
comparacion con el tejido normal [145—-147]. Por otro lado, en las formas mas agresivas
del PTC los niveles de 5hmC se asocian con la presencia de metdstasis en los ganglios
linfaticos [146]. Los ATC, los tumores de tiroides mas agresivos y desdiferenciados,
exhiben niveles de hidroximetilacién marcadamente reducidos en relacién con el tejido
tiroideo normal [148]. Cabe destacar que, si la informacidn relativa a los niveles de
hidroximetilacién en tumores tiroideos es reducida, es aun menor en las formas
benignas de la enfermedad y los resultados disponibles no son suficientes para ser
concluyentes. Mientras que los FTA muestran un estado intermedio de 5hmC entre el

tejido normal adyacente y las muestras de PTC, pero sin alcanzar significacidén estadistica
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[145]. Por otro lado, 5hmC aumenta significativamente en NH en comparacion con PTC

[147].

La metilacion del ADN es una de las marcas epigenéticas mds estudiadas en
cancer de tiroides. Como ya se menciond, la hipometilacién global es una caracteristica
distintiva de los tumores malignos, sin embargo, se sabe poco sobre este evento en este
tipo de tumores [38]. Los niveles totales de 5mC se pueden cuantificar con precisién
mediante cromatografia liquida de alta resolucién, sin embargo, se requiere una gran
cantidad de muestra, asi como un equipo costoso y especializado [38]. En su lugar, se
han desarrollado técnicas alternativas, entre ellas los arrays de metilacién, que permiten
establecer la disposicién de patrones especificos en los genomas tumorales.

Estudios pan-cancer muestran que los PTC exhiben unas frecuencias de eventos
de hipometilacién e hipermetilacion en regiones del genoma préximas a los sitios de
inicio de la transcripcién de genes mas bajas en comparacidn con otros carcinomas [149,
150]. Otro trabajo similar muestra que los PTC estan significativamente hipometilados a
lo largo de todo el genoma y en todas las regiones funcionales [151]. Resultados
equivalentes se han registrado en proyectos con cohortes independientes, en los que se
observé que los PTC se caracterizan por una mayor frecuencia regiones hipometiladas
en comparacién con el tejido normal o benigno (Tabla 2) [152—-159]. Solo un trabajo,
realizado por nuestro laboratorio en 2013, observa mayor numero de sondas
diferencialmente hipermetiladas que hipometiladas [160]. Esta discrepancia puede ser
debida a que solo se analizaron dos PTC y no se hizo distincién entre variantes.

Por otro lado, aunque numerosos estudios indican la presencia de FVPTC en sus
cohortes (Tabla 2), pocos son los que estudian sus diferencias con respecto al PTC
convencional. Ellis y colaboradores, observaron una fuerte separacién en los PTC que
presentaban mutaciones somaticas, especialmente evidente para FVPTC, donde la
mutacion aparentemente estaba estrechamente asociada con su patron de metilaciéon
y la posterior agrupacion (2014) [152]. Los FVPTC presentaban mas sondas
diferencialmente hipometiladas con respecto al tejido no tumoral, pero en comparacién
con los CPTC esa proporcion era seis veces menor. Mancikova y colaboradores (2014),
demostraron que los metilomas de los FVPTC eran mas similares a FTAy FTC que a CPTC

[153]. En cuanto al perfil de metilacién de su contraparte benigna, los NIFTP, hay poca

42



INTRODUCCION

informacion. Tras su reclasificacidon en la version de la OMS de 2017, solo el estudio de
Park y colaboradores (2020) [159] ha evaluado las diferencias con respecto al resto de
tumores. Observando que estos tumores de potencial maligno incierto albergan mas
sondas especificamente hipermetiladas que hipometiladas, en comparaciéon con PTCy

FVPTC encapsulado invasivo.

En contraposicion a PTC, los datos indican que el patrén de metilacién de FTC,
albergan mas hipermetilaciones que sondas hipometiladas (Tabla 2) [153, 156, 161,
162]. De manera similar, los FTA presentan una metilacion del ADN alterada mas
modesta con respecto al FTC [153, 156, 161, 162]. Sus niveles de metilacién son
heterogéneos y se distribuyen en una posicidn intermedia entre las muestras normales
y los carcinomas foliculares, no pudiendo ser completamente separados cuando se
realizan analisis de agrupamiento [153, 156, 161, 162].

En relacion con los carcinomas mas desdiferenciados, nuestro el laboratorio fue
el primero en caracterizar una fuerte pérdida de metilacién en comparacién con el resto
de los tumores tiroideos (entre 13-23 veces mds sondas hipometiladas que el resto de
tumores con respeto al tejido normal) (Tabla 2) [160]. Estudios posteriores, realizados
con versiones mds modernas de los arrays de metilacion confirmaron que la
hipometilacidn es un evento comun, y que puede estar asociada con la inestabilidad
gendmica en conjuncion con la complejidad de las alteraciones observadas en ATC [156,
163]. Por el contrario, la mayoria de las localizaciones hipermetiladas estaban en islas

CpG, lo que indica efectos especificos sobre la expresion génica [163].

De todos los histotipos nombrados, el perfil de metilacion de las neoplasias de
células oncociticas es el menos estudiado hasta el momento (Tabla 2). La razén principal
puede ser que fueran estudiados como variantes de otros tumores tiroideos, y en 2017
se empezaran a considerar como categoria independiente [117]. Las mutaciones ya sea
en enzimas relacionadas en la remodelacién de las marcas que ocurren sobre la
cromatina (55 %) o modificaciéon del ADN (9 %) son comunes en los HCC [140]. Por lo
gue cabria esperar que si su expresidn esta alterada, la remodelacidén epigenética pueda
jugar un papel importante en su desarrollo como tumor. Hay que tener en cuenta
algunas limitaciones de este tipo de estudios a la hora de analizar las muestras, ya que

su caracterizacion histopatolégica, el grado y estadio del tumor no son faciles de
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comparar entre distintos carcinomas puesto que cada uno tiene diferentes sistemas de

progresion tumoral.

Tabla 2 | Resumen de estudios en cdncer de tiroides utilizando métodos para el andlisis de la
metilacion del ADN en todo el genoma. Los métodos para la medicion se basaron en arrays de
metilacion de lllumina que identifican 27.578 (27K), 485.512 (450K) y 866.836 (EPIC) sitios CpG
en el genoma y Secuenciacion de bisulfito de representacion reducida (RRBS) en todo el genoma.
Si los cddigos de acceso estaban disponibles asi se indican en la tabla. Se muestran los sitios
diferencialmente metilados tanto hipermetilados (hiper.) como hipometilados (hipo.) separados
por el subtipo tumoral sequn los criterios establecidos en cada publicacion referenciada. ATC:
carcinoma anapldsico, BTL: lesion nodular benigna; HR: Hazard Ratio; IC: Inctervalo de confianza;
LT: linfocitosis tiroidea, NT: tejido normal y TC: cdncer de tiroides. (1/3)

. - . . Genes/Clasificadores de interés
Estudio Técnica Cohorte (n) Hiper. Hipo. e e N U e Ref.
1 27K NT (10), PTC ) ) HIST1H3J, POU4F2, SHOX2, PHKG2, TLX3 y [150]
(14) HOXA7 2013
NT (2) - -
PTC (2) 309 14
, 27K FTC (2) 408 24 ADAMTS8, HOXB4, ZIC1, KISSIR, INSL4, [160]
|(attr)il::£r?:) ATC (2) 114 328 DPPA2, TCL1B, NOTCH4 y MAP17 2013
MTC (2) 148 490
:_“i)neas celulares 548 637
NT (8) - -
COL4A2, DLEC1, KLK10, EI24 y WT1
27K FTA (18) 89 9 Los niveles de metilacion de EI24 y WT1 como [153]
3 PTC (42), marcadores de pronéstico (p 0,004; HR
(GSES1090) |\ /oTc 5) 39 53 52,08; IC 95 %: 1,262-3,445 y p 0,006; HR 2014
FTC 260 33 51,64; IC 51,149-2,335, respectivamente)
(18)
NT (8) - -
CPTC (29) 252 2582
4 450K FVPTC (15) 164 405 Hipermetilados: ECAD, DAPK, NIS y TIMP3 [210512‘1
PTC rec (7) 1023 2796
NT (56) - -
450K cPTC (324) - - Patrones de metilacion en PTC agrupan las [119]
5 FVPTC (99), } ) muestras en 4 grupos: classical 1, classical 2,
(TCGA) TPTC (35) Meth-folicular y Meth-CpG Island 2014
otros PTC (38) - -
NT (12) - -
FTA (11), HA
6 450K (10), HCC (8), Los b[lo.ques F.\ipometiladc?s son una [164]
(GSE53051) FVPTC (10) 24130 19857 caracteristica universal del cancer humano 2014
PTC (10), FTC
(10)
NT (49) _ _ CDKN1B, hsa-miR-146, PDGF, SERPINA1,
7 450K TGFB1, TPO, DUSP5, ERBB3, FGF1, FGFR2, [154]
(TCGA) GABRB2, HMGA2. Clasificador de diagndstico: 2016
CPTC (49) 165 1061 93 % de sensibilidad
NT (41) - -
3 450K CPTC (29), Cuerpo de gen: ERBB3, FGF1, GABRB2, HMGAZ; [155]
(GSE86961) FVPTC (7), 645 5425 promotor: FGFR2, RHD5 2017
otros PTC (5)
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Tabla 2 | Continuacion tabla (2/3)

Estudio Técnica Cohorte (n) Hiper. Hipo. ‘Genc.es‘/CIasmcadores de‘ |nt.e res Ref.
identificados en las publicaciones
NT (50) - -
FTA (8), NH (6), Hipometilados: OR6K2, LAIRZ, PFKFB2, OR4K15,
LT 1531 222 NLRP11, OR9G4, THSD7B, OR2M3, OR52B2,
(3) OR2T6, FFAR2, TN3, OR52M1, DCD, ADGRE?2,
450K CPTC (47), HRH1, CXXC5; Hipermetilados: GPR21, MBP, [156]
9 FVPTC (o), 242 2773 YPEL4, ATP6VOC.
(GSE97466) t PTC Clasificador de prognosis: Cohorte de 2017
otros (4) descubrimiento: 63 % sensibilidad, 92 %
FTC (8), HCC (2) 4100 1475 especificidad; Cohorte de validacion (TCGA): 64
% sensibilidad, 88 % especificidad
PDTC (1, ATC | 6195 | 28252
(3)
NT (7) _ _ Los genes hipermetilados con FTC se
enriquecieron para los objetivos del complejo
10 450K FTA (10) 0 0 represor transcripcional Polycomb y las marcas [161]
especificas de histona H3 (H3K4me2/me3- 2019
FTC (11) 2979 585 H3K27me3). 7,9 % de las DMP se asocian con
genes diferencialmente expresados
NT (s0) _ _ ¢g26307926 (intergénico: LINC01143),
cg18395809 (cuerpo de gen: PTPRN2),
FTA (8), NH (6), €g24240626 (5'UTR: REG3A), cg06533895
LT (3) h - (5'UTR: DCUN1D3), cg05471495 (intergénico:
closest gene NPAS2), cg25236791 (cuerpo de
CPTC (47), gen: WDR82)
1 450K FVPTC (9), 302 2713 Clasificador de diagnéstico: Cohorte de [165]
(GSE97466) otros PTC (4) descubrimiento: especificidad 82,4 %, 2019
sensibilidad 94,3 %, VPP 95,7 %, VPN 77,8 %;
FTC (8), HCC (2) 4126 1449 Cohorte de validacion (GSE53051):
especificidad 87,5%, sensibilidad 97,4 %, VPP
PDTC (1), ATC 90,2 %, VPN 96,6 %. Cohorte de
3) - - pirosecuenciacion: sensibilidad 90,7 % y
especificidad 75,4 %, VPP 89,6 %, y VPN 77,6 %
NT (41) 911228682 (ATXN1), cg01291854 (ELK3),
450K cg06778183 (MCTP1), cg01668008 (intergénico)
12 (GSE86961, | CPTC (29), s ydcgt?; 733055 '(if.terng'E‘;f, ot [21(:3;3;
GSE97466 asificador de diagndstico: ), en
TCGA) Y FVPTC ), 90750 GSE86961, 0,981 en GSE97466, 0,950 en TCGA),
otros PTC (5) PPV 100 %
NT (91) - -
450K
13 (Gseseos1y | CPTC(76) hsa-miR-199a-5p, DCN, CXCL12, LRP4 y CA12 [158]
Gsea7ase) | FVPTC (16), 212 2698 2019
otros PTC (9)
¢g10705422 (MICAL2), cg15441605 (3 LURAPIL-
A), cg24327132 (PKM2), cg16336556 (LTBP1),
NT (7) - - ¢cg17707274 (MMP7), cg00567113, cg06034194
(LURAP1L-AS1), cg21341586 (EIF4E),
826849382 (DIAPH1), cg05763918
14 EPIC (LOC100507487) [159]
(Gse121377) | NIFTP (), Clasificador de diagndstico y prognésis: 2020
CPTC (11), 910705422 (AUC 0,83, sensibilidad 76 %,
FVPTC (3) 1173 3606 especificidad 80 %), cg17707274 (AUC 0,83,
! sensibilidad 76 %, especificidad 79 %),
TPTC (7) €g26849382 (AUC 0,8, sensibilidad 74 %,
especificidad 78 %)
EPIC NT (4) B B MTOR, NOTCH1, HIF1A, MAGI1, TSHR, SCL26A7, [163]
15
(GSE146003) | ATC (10) 1993 | 11849 Twist 2020
NT (56) - - 51 genes impulsados por la metilacion del ADN.
TREM1, CDH16, BIRC7 y SLC26A7 (de riesgo).
16 450K , LPARS, RDH5 y LIPH (protectores) [167]
(TCGA) Cancer de - _ Clasificador de prondstico: puntuacion de riesgo 2020
tiroides (514) RDHS5, TREM1, BIRC7 y SLC26A7. AUC 0,84 y HR
=1,422,1C95 % 1,081-1,869, p 0,012
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Tabla 2 | Continuacion tabla (3/3)

Genes/Clasificadores de interés

identificados en las publicaciones —

Estudio Técnica Cohorte (n) Hiper. Hipo.

BTL (10) _ _ 5 CpG como candidatos para biomarcadores
entre FTC y nédulos benignos (cg06447474,
FTC (a) 6902 6253 906928209, cg17874802, cg17876578,
€cg24160381)
Clasificador de diagndstico: Perfecto en la
EPIC cohorte de descubrimiento. Cohorte de [168]
17 validacion: cg06447474(AUC 0,53; sensibilidad
(GSE197861) 90 %; especificidad 40 %), cg06928209 (AUC 2022
0,77; sensibilidad 90 %; especificidad 80 %),
cg17874802 (AUC 0,62; sensibilidad 100 %;
especificidad 40 %), cg17876578 (AUC 0,56;
sensibilidad 100 %, especificidad 50 %),
€g24160381 (-)

NT (3) - - CXCL12, FBLN7, FAM3B, PROX1, COL23A1, GJB3, [157]
18 RRBS LAD1, PIWIL1, DNASE1L2, EVPL, COX4I2, LCN12,
PTC (3) 639 907 AGPAT2, DOK7 2017

NT (42) _ _ Firma de metilacion del ADN o DDMS (373

localizaciones genémicas)

BTL (28) - - Clasificador de diagnéstico: Cohorte de [169]

19 RRBS descubrimiento: especificidad 96 %, sensibilidad

PTC (39) - - 94 %, VPP 97 %, VPN 92 %; Cohorte de 2019

validacion: especificidad 97 %, sensibilidad 100
%, VPP 97 %, VPN 100 %

NT - -

Bloque de haplotipos de metilacién (MHB); 70
RRBS FTA (36), HCA 7408 315 marcadores de diagndstico. [162]
(GSE107738) (10) Clasificador de diagndstico: AUC 0,994, 2022

FTC (35), HCC 7582 712 especificidad 100 % y sensibilidad 92,3 %
(11)

20

4 Evaluacion diagnostica inicial de los nodulos tiroideos

El procedimiento estandar implica la valoracién bioquimica y fisica del paciente,
y la determinacion las caracteristicas del nddulo tiroideo mediante ecografia, para
valorar si se considera necesario o no tomar una biopsia mediante Puncién por

Aspiracién con Aguja Fina (PAAF).

La PAAF es una prueba diagndstica que se usa rutinariamente en la evaluacién
inicial de multiples enfermedades [170], incluidos los ndédulos descubiertos en la
glandula tiroides. Los primeros reportes sobre el uso de agujas con fines terapéuticos
datan de la Andalucia del siglo XI, y se encuentran recogidos en el libro mas influyente
de la medicina medieval arabe (Kitab al-Tasrif) redactado por el médico y cientifico Aba
‘I Qasim Khalaf ibn ‘Abbas [171]. En él, Albucasis (nombre latinizado para el
anteriormente mencionado «padre de la cirugia moderna»), describe punciones
realizadas en la glandula tiroides con instrumentos que se asemejan a las agujas
actuales. Sin embargo, no es hasta el siglo XIX que la puncidon vuelve a ser utilizada, en
este caso por el Bardon Guillaume Dupuytren, para diagnosticar quistes hidatidicos [171].

Kin en 1847 describe por primera vez “una aguja exploratoria, que tiene en su extremo

46



INTRODUCCION

una pequefia depresion con bordes cortantes” usada para diagnosticar tumores [172].

Posteriormente, el desarrollo real de la técnica moderna se lleva a cabo en el siglo XX.

En 1930, Martin y Ellis (Figura 17) [173] publican un articulo en el que describen
el protocolo seguido, utilizando agujas de calibre 18, para diagnosticar nédulos situados
en la cavidad oral, mama, cuello, pulmones, estémago y hueso, asi como enfermedades
no neopldsicas y otras patologias que categorizaron como misceldneos. Los mismos
autores, en 1934, publican un segundo articulo con una cohorte de pacientes mas
extensa, y en el advocan aln mas por la utilidad de la técnica [171]. No obstante, el
primero en sugerir el uso de agujas mas finas con un calibre 22, es Manheim en 1931
[171]. El establecimiento y la expansidon mundial debe atribuirse a los representantes de
la Escuela Sueca de Citopatologia en 1960 [174] y después se generalizd en América del
Norte en la década de 1980 [175]. Hasta este momento la comunidad médica era
reticente a usar la técnica debido a varios factores como el temor a los implantes
malignos en el trayecto de la aguja, los resultados falsos negativos y las complicaciones

graves [171].

Fig. 7.—Carcinoma of breast. Smear of Fic. 8.—Epidermoid carcinoma of metastatic neck
aspirated material (Case 15). node. Smear of aspirated material (Case 24).

Figura 17 | Ejemplos de punciones realizadas por Martin y Ellis en 1930. Las imdgenes muestran
un frotis de un aspirado tomado de un tumor con carcinoma de mama (izquierda) y una masa
metastdsica epidermoide procedente de un nodulo del cuello del paciente (derecha). Tomadas
del articulo publicado por Martin 'y Ellis (1930) [173].

En la actualidad, esta técnica es ampliamente utilizada y reconocida como
proceder de caracter orientador y diagndstico en diversos érganos vy tejidos, pues

proporciona multiples ventajas tanto al doctor que la realiza como al paciente [170]. Por
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ello, la citologia juega un papel fundamental en el diagndstico preoperatorio y
tratamiento de los nddulos tiroideos. En términos generales consiste en la extraccién,
mediante agujas muy finas (calibres de 22 a 25) de una muestra celular que serd
extendida en un portaobjetos, fijada, tefiida e inspeccionada mediante un microscopio
por un médico patdlogo. La glandula tiroides es un érgano superficial, por lo que es
facilmente accesible para realizar la PAAF y, ademds, al sumar que puede ser una
puncién ecoguiada por ultrasonidos, se trata de una técnica sencilla y econémica que
puede realizarse de forma rutinaria en la consulta sin reportar graves consecuencias

para los pacientes [176].

Tabla 3 | El Sistema Bethesda 2017 para informar la citopatologia tiroidea: riesgo de
malignidad (%) y recomendaciones clinicas. Se distingue entre la inclusion de los NIFTP como
carcinomas malignos (CA) y ser considerados tumores indolentes. Tomada y adaptada de Cibas
y Ali, 2017 [177].

Riesgo de Riesgo de
Categoria malignidad malignidad Manejo del paciente
NIFTP £ CA NIFTP = CA
No diagnéstico 5-10 % 5-10 % Repetir PAAF
Benigno 0-3% 0-3% Seguimiento clinico
AUS/FLUS 6-18 % 10-30 % Repetir PAAF, prueba molecular o lobectomia
FN/FSN 10-40 % 25-40 % Prueba molecular o lobectomia
SM 45-60 % 50-75 % Tiroidectomia o lobectomia casi total
M 94-96 % 97-99 % Tiroidectomia o lobectomia casi total

Finalmente, las células aspiradas se clasifican en una escala de seis grados segln
el sistema Bethesda (del inglés Bethesda System for Reporting Thyroid Cytopathology;
TBSRTC) para proporcionar un informe de la citologia tiroidea, con un riesgo creciente
de malignidad asociado para cada categoria [176—178] (Tabla 3). Esta guia fue publicada
por primera vez en 2010 [176], y actualmente es mundialmente aceptada con los
siguientes grupos de diagndstico: Bethesda | o insatisfactoria/indeterminada; Bethesda
Il o benigna; Bethesda Il o atipia/lesion folicular de significado indeterminado
(AUS/FLUS); Bethesda IV o neoplasia folicular (FN)/sospechosa de neoplasia folicular
(SFN); Bethesda V o lesidn sospechosa de malignidad (SM); y Bethesda VI o maligna [176,
177].

Las categorias estan en continua revision, siendo susceptibles a cambios segln
la experiencia de los citopatdélogos y los diagndsticos histoldgicos postcirugia. A

continuacion, se describen brevemente las distintas categorias:
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X/

+» Bethesda I. Insatisfactoria/No diagndstico:

En esta categoria se incluyen las biopsias insatisfactorias, es decir, aquellas que no
son validas para el diagndstico. Esto puede suceder cuando se aspira un quiste o son
muestras hemorragicas; cuando tienen mala preservacién celular o presentan material
artefactoy cuando en el aspirado hay insuficientes células foliculares para ser evaluadas.
Para que una muestra de PAAF de tiroides sea susceptible para la evaluacion, se
requieren al menos seis grupos de células foliculares benignas, cada grupo compuesto
por al menos 10 células. Por lo general, si esto no se cumple se necesita repetir la biopsia

después de la primera [176—-178].

Figura 18 | Imdgenes representativas de PAAF con clasificacion Bethesda Il. Fondo hemdtico
coloide acompanado de aislados macrdfagos cargados y escasos grupos de células foliculares en
su mayoria de morfologia macrofolicular; compatible con hiperplasia nodular. Cedido por el
Servicio de Anatomia Patoldgica del HUCA.

®,

<+ Bethesda Il. Benignas:

Esta categoria hacer referencia a las punciones aptas su evaluacién (Figura 18). Son
las muestras mas comunes en la citolopatologia tiroidea y abarca a las lesiones con
caracteristicas histoldgicas benignas que no revisten mayor gravedad: ndédulos en bocio
nodular, nddulos hiperplasicos o adenomatoides, nddulos coloides, tiroiditis
linfocitarias, nddulos compatibles con la enfermedad de Graves y los adenomas

macrofoliculares [176-178].
+»+ Bethesda lll. Atipia/Lesion folicular de significado incierto (AUS/FLUS):

Es el grupo de PAAF indeterminado por excelencia (Figura 19). Son aquellos
aspirados que, aunque son aptos para su evaluacion, presentan algin problema técnico

o morfoldgico para ser clasificada en el resto de las categorias.
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Figura 19 | Imagenes representativas de PAAF con clasificacion Bethesda lll. En su mayoria
macrofoliculos, aunque también observando la presencia de microfoliculos en moderada
cantidad. También se visualiza la presencia de macréfagos muy cercanos a los microfoliculos.
Los hallazgos citopatoldgicos plantean el diagndstico diferencial entre una hiperplasia nodulary
una atipia de significado incierto, decantandose por esta ultima. Se recomendd una nueva PAAF
a los tres meses. Cedido por el Servicio de Anatomia Patoldgica del HUCA.

Debido a la heterogeneidad encontrada, se debe subclasificar la atipia en (1)
citolégica (en su mayoria nuclear), (2) arquitecténica (microfolicular), (3) citolégica y
arquitectdnica, (4) aspirados de células de Hirthle, (5) atipia no especificada de otro
modo y (6) células linfoides (en el que es necesario descartar un linfoma) [176-178]. Por
lo general, estas punciones se presentan con pocas células con nucleos agrandados,
cromatina palida, a veces surcos o vacuolizacion nuclear vaga (que imita
pseudoinclusiones nucleares) [179]. Ademas, algunos casos son claramente benignos
clinicamente, pero tienen un componente microfolicular que no se puede ignorar. Los
pacientes que sean diagnosticados dentro de este grupo deben ser reevaluados a través
de una segunda puncién. En este caso la cirugia es una alternativa aceptable cuando la

siguientes PAAF realizadas son indeterminadas también [180].

+» Bethesda IV. (Sospechoso de) neoplasia folicular o de neoplasia de células de

Hirthle (FN/FSN o FN/FSN-HTC):

Esta categoria indeterminada se define como aquellas PAAF que estan
compuestas de células foliculares con atipia nuclear leve, la mayoria de las cuales estan
dispuestas en un patron folicular arquitectdénico alterado, caracterizado por
agrupamiento celular, microfoliculos/trabéculas y células aisladas dispersas en un

coloide escaso o ausente [177, 178] (Figura 20).
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Figura 20 | Panel superior: Imdgenes representativas de PAAF con clasificacién Bethesda IV.
En la muestra se observa un fondo hemdtico-coloide, sobre el cual se identifica infiltrado
mononuclear, apreciando también dreas hiperceulares, constituida por una celularidad epitelial
de mediano tamafo, con citoplasmas amplios eosindfilos y nucleos centrales hipercromdticos
ligeramente y cariomegdlicos, con cambios oncociticos. Dicha celularidad se organiza en
pequeiios grupos macrofoliculares, aunque preferentemente digregados. Se plantea diagnostico
diferencial entre tiroiditis y neoplasia oncocitica, decantdndose por esta ultima. Panel inferior:
Imdgenes representativas de PAAF con clasificacion Bethesda V. En la muestra examinada se
muestra un fondo hemdtico-coloide, sobre el cual se evidencia hipercelularidad, dada por la
presencia de células foliculares, muchas de ellas formando macrofoliculos, aunque también se
observa mucho microfoliculo y células disgregadas. Presenta atipia dada por pseudoinclusiones
y hendiduras nucleares. Sospechoso de malignidad para PTC. Cedido por el Servicio de Anatomia
Patoldgica del HUCA. Cedido por el Servicio de Anatomia Patoldgica del HUCA.

Las células presentan un tamafo normal o ligeramente agrandado, con citoplasma
moderado o escaso. Los nucleos bajo tinciéon son ligeramente hipercromaticos con
nucleolos discretos. Si presentan papilas verdaderas o pseudoinclusiones
intranucleares, estas muestras deben ser excluidas de esta categoria [177, 178]. En este
grupo también se incluyen las neoplasias de células oncociticas (presencia de al menos
un 75 %), sin embargo, es necesario diferenciarlas en FN/FSN-HTC debido al distinto
origen citoldgico y genético de las mismas [180]. Estas punciones presentan células con
citoplasmas granulado, nucleos agrandados localizados céntrica o excéntricamente y

nucleolos prominentes.
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Figura 21 | Imdgenes representativa de PAAF con clasificacion Bethesda VI. Panel superior:
marcado aumento de la celularidad a expensas de células foliculares con distribucion suelta o
formando microfoliculos. Inicialmente marcada como Bethesda IV, pero dados los antecedentes
y las caracteristicas se considera un Bethesda VI compatible con FTC. Panel inferior: en la muestra
examinada se observa un fondo hemdtico sobre el cual se identifican abundante celularidad,
constituida principalmente por células foliculares con morfologia papilaroide, en la cual se
observan ejes fibrovasculares y, sobre los mismo, la presencia de dicha celularidad. Las células
foliculares presentan atipia dada por perdida de la relacion nicleo-citoplasma, hipercromasia,
irregularidad nuclear, con presencia de frecuentes hendiduras nucleares y pseudoinclusiones.
Representa un Bethesda VI compatible con un PTC. Cedido por el Servicio de Anatomia Patoldgica
del Hospital Universitario de Asturias.

®,

<+ Bethesda V. Sospechoso de malignidad:

Son muestras sospechosas de malignidad (SN) (Figura 20), pero no presentan
hallazgos cuantitativa y/o cualitativamente suficientes para concluir el diagnédstico
definitivamente [177, 178, 180]. En esta categoria se incluyen las lesiones sospechosas
de PTC, MTC, metastasis, linfomas y aquellas con necrosis [177, 178, 180]. Se incluyen
también aspirados de nddulos que pueden ser diagnosticados como FVPTC, pero se

excluyen de esta categoria las neoplasias de células de Hiirthle [177, 178, 180].
+* Bethesda VI. Maligno:

Todas aquellas punciones con caracteristicas citomorfoldgicas concluyentes de
malignidad [176, 177] (Figura 21Figura 21). Presentan extendidos con abundante

celularidad y escaso coloide. También se encuentran nucleos grandes con aclaramiento
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de cromatina y membrana nuclear marcada [177]. En esta categoria se incluyen el PTC
y sus variantes, FTC, MTC, PDTC, ATC, metdstasis y linfomas. Los pacientes cuya PAAF
sea diagnosticada como maligna, deben someterse a cirugia para retirar parcial o

totalmente la glandula tiroides.

4.1 Limitacion de las punciones en el diagndstico exploratorio de los
nddulos tiroideos

La PAAF es una técnica precisa que alcanza valores de sensibilidad y especificidad
de 65-99 % y 72-100 %, respectivamente [181]. La precision general de la PAAF se situa
en el 95 % [182]. Sin embargo, aunque es cierto que es el gold standard para evaluar la

malignidad de los nédulos tiroideos, también se sabe que presenta ciertas limitaciones.

Las causas de las limitaciones pueden ser extrinsecas, debido a Ia
heterogeneidad que puede existir en la forma en que los citopatélogos perciben,
interpretan e informan los aspirados [183]. La decisidén de asignar una puncién a una u
otra categoria es subjetiva y depende de la capacitacion, la experiencia y el control de
calidad del hospital donde resida el especialista. Sin embargo, el mayor problema es el
intrinseco especifico del tejido que se estd muestreando [183]. Las punciones que entran
dentro de la llamada “zona gris” no pueden ser diferenciados con claridad, ya que las
caracteristicas citolégicas se superponen [184, 185]. La guia Bethesda clasifica a las
categorias lll y IV como citologias indeterminadas, donde no es posible especificar si un
nodulo es benigno o maligno [176, 177]. Aproximadamente el 20-30 % de todas las

punciones de tiroides no dan un diagndstico citoldgico definitivo [182].

En la mayoria de los casos, la citologia tiroidea funciona como una regla de
inclusién (del inglés rule-in) para los PTC, mientras que para las neoplasias con patrén
folicular como una regla de exclusidon (del inglés rule-out), siendo una prueba de
deteccién mas que una diagndstica [181]. Para todos los nddulos dificiles de categorizar,
el diagndstico final se hace tras la reseccidn de la glandula tiroides, ya que es necesario
incluir el nédulo completamente para vislumbrar la presencia o ausencia de capsula

discontinuada y/o invasién vascular (Figura 22) [114, 186].
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Invasionde la
capsula

Capsulaintacta

Figura 22 | Imagen representativa de la transicion desde nodulo hiperpldsico, a adenoma y
finalmente carcinoma de tiroides. Tejido normal tiroideo que presenta foliculos de tamafo
variable segun actividad, rodeados de un fino estroma de tejido conectivo rico en capilares
fenestrados (junto con los nervios simpdticos que los inervan) y linfdticos. Los nddulos
hiperpldsicos se caracterizan por una proliferacion epitelial folicular benigna bien circunscrita,
sin o con pseudocdpsula (regresivos) que presentan una citologia y una arquitectura
heterogéneas, indistinguibles del parénquima circundante. Adenoma folicular representa una
neoplasia benigna, encapsulada, no invasiva, que muestra signos de diferenciacion folicular con
respecto al tejido adyacente. Carcinoma tejido tiroideo maligno con alteraciones bioldgicas tanto
morfoldgicas como moleculares suficientes para tener un cardcter mds invasivo (con
implicaciones graves para los pacientes), causando irregularidades en la cdpsula que los rodea.
Las caracteristicas nucleares y arquitectonicas serdn las tipicas de cada variante tumoral
particular.

En este momento la biopsia postoperatoria es la Unica técnica diagndstica que
permite diferenciar realmente los distintos tipos histolégicos de los tumores tiroideos.
Dada la tendencia actual hacia los tratamientos conservadores, el diagndstico final debe
confirmarse mediante técnicas diagndsticas mas invasivas y los pacientes suelen ser
derivados a cirugia, lo que aumenta el numero de tiroidectomias realizadas [178, 181,
186]. En una encuesta llevada a cabo en diferentes hospitales espafioles sobre el
diagndstico y tratamiento de los nddulos tiroideos, el 50 % de los profesionales en caso
de resultado Bethesda Il repetirian la PAAF, mientras que el 35,5 % optaria por que el
paciente realizara la cirugia [187]. Ademas, si la puncidn era clasificada como Bethesda
IV, el 95,8 % optaria por la reseccion parcial o total de la glandula [187]. Sin embargo, la
mayoria de estos nddulos indeterminados (30-75 % de ellos) se clasifican como benignos

después de la evaluacion histolégica final [188—190]. En retrospectiva, para estos
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pacientes la cirugia es innecesaria y los pone en riesgo de complicaciones quirurgicas,
hipocalcemia permanente, cambios de voz y terapia con levotiroxina exdégena de por

vida, entre otros [191, 192].

Por ello, numerosos esfuerzos se estan dirigiendo a la busqueda de marcadores
de distinta naturaleza cuyo propdsito es ayudar en el diagndstico de aquellas punciones
con citologia indeterminada. Algunas técnicas complementarias pueden ser de gran
utilidad para definir mejor o confirmar algunos diagndsticos, como la histoquimica,
inmunohistoquimica y/o los marcadores moleculares. Dado el impacto econémico de
estos enfoques en los sistemas nacionales de atencion médica y, sobre todo, las
consecuencias sobre la calidad de vida de los pacientes, existe una necesidad critica de
desarrollar métodos novedosos y rentables para mejorar la evaluacién diagndstica

preoperatoria de los nédulos tiroideos.

5 Marcadores para el diagndstico de cancer de tiroides

La profesion médica persigue promover y restablecer la salud, diagnosticar y
curar enfermedades aplicando conocimiento especializado, que requiere la mejora y
superaciéon permanente de las barreras del conocimiento para prestar la mejor
asistencia posible de forma ética y competente [193]. Este compromiso, junto con el
continuo avance de la tecnologia de biologia molecular, han propiciado el cambio de
mentalidad desde una medicina mas generalista a la medicina personalizada [194]. Esta
ultima, especificamente se refiere al ajuste de los tratamientos a individuos o subgrupos

de pacientes en funcion del uso de biomarcadores especificos de la enfermedad.

Los biomarcadores se pueden definir como casi cualquier medida que refleje una
interaccién entre un sistema bioldgico y un peligro potencial, que puede ser quimico,
fisico o bioldgico. La respuesta medida puede ser funcional y fisioldgica, bioquimica a
nivel celular o una interaccién molecular” [195]. Son desarrollados para cubrir las
necesidades diarias de la practica clinica, siendo su fin ultimo lograr optimizar las
estrategias de prevencion, deteccion y tratamiento de la enfermedad que el paciente
padece o puede llegar a tener [196]. Ademas, por definicién son objetivos y, por lo tanto,
no necesariamente reflejan o caracterizan cdmo se siente, funciona o sobrevive un

sujeto [195]. Las aplicaciones generales de los biomarcadores son: (1) de deteccién
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temprana para evaluar a los pacientes para detectar la enfermedad en una etapa
temprana; (2) de diagndstico que se utilizan para determinar el trastorno de salud
especifico del paciente; (3) de prondstico que ayudan a trazar el curso probable de la
enfermedad; (4) predictivos que indican la respuesta probable a un tratamiento
particular; y (5) de predisposicion que muestran el riesgo de desarrollar una enfermedad

[196, 197].

Preferiblemente deben ser binarios, ademas de facilmente medibles en una
muestra bioldgica accesible, adaptables a la practica clinica habitual y con un tiempo de
procesamiento corto [197]. Ademds, existe un compromiso entre sensibilidad
(verdadero positivo) y especificidad (verdadero negativo), es decir, si se modifica el valor
de corte para obtener mayor sensibilidad, solo puede hacerse a expensas de disminuir
al mismo tiempo la especificidad. La solucién sera el equilibrio entre los falsos positivos
(VPP) y los falsos negativos (VPN), que dependerd de la finalidad de la prueba, es decir,
existen situaciones en las que se requiere disponer de una prueba diagndstico altamente
sensible (p. ej. tamizaje de enfermedades) o altamente especifico (p. ej. confirmacién de
enfermedades). Cuando la prueba diagndstica pretenda predecir benignidad requerird
un VPN alto, mientras que para predecir malignidad necesitard un VPP alto.
Considerando un rango de prevalencia de cancer de 20 a 40 %, una especificidad de 80
% o mas podria considerarse como un estdndar dptimo para una prueba rule-in,
mientras que la sensibilidad minima para un marcador rule-out robusto seria de 90 %
[198]. Ademas, el area bajo la curva (AUC) se utiliza generalmente como resumen de
rendimiento del modelo. Se considera que cuanto mds esté hacia la izquierda la curva,
mas area habra contenida bajo ella y, por ende, mejor sera el clasificador. Valores de

AUC superiores al 75 % se consideran aceptables y 90 % excelentes [199].

Una ventaja del desarrollo de biomarcadores es que se pueden estudiar a partir
de una variedad de tipos de muestras. El tejido directo del lugar afectado es el mas
analizado hasta el momento, pero también se pueden valorar en sangre, orina, hecesy,
con menos frecuencia, aliento exhalado, saliva/hisopos bucales, liquido
cefalorraquideo, esputo y otros fluidos corporales [196]. De todos los biomarcadores
gue se pueden encontrar, en esta tesis se prestard especial atencién a aquellos enfoques

cuyo fin es mejorar o apoyar el diagndstico de los pacientes con PAAF indeterminadas.
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Hasta la fecha, aunque hay pruebas que muestran un gran rendimiento, no existe un
biomarcador molecular confiable para diferenciar los nédulos tiroideos indeterminados

con una sensibilidad y especificidad conjunta cercana al 100 % [117].

Afima GSCmm) 24%

ThyroSeq v3 GC+ ] 28%
ThyGeNEXT & ThyraMIR 4 ] 32%
RosettaGX Reveal{___——— ] 21%
Afirma GSC 91%
ThyroSeq v3 GC 94%
ThyGeNEXT & ThyraMIR 89%
RosettaGX Reveal 74%
Afirma GSC 68%
ThyroSeq v3 GC 82%
ThyGeNEXT & ThyraMIR 4 85%
RosettaGX Reveal# 74%
Afirma GSC- —t ' 96%
ThyroSeq v3 GC+ — 97%
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ThyGeNEXT & ThyraMIR 74%
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Figura 23 | Resumen del rendimiento diagndstico para los clasificadores moleculares de
nodulos tiroideos con citologia indeterminada disponibles en el mercado. La longitud de las
barras de error es un intervalo de confianza del 95 %. VPN, valor predictivo negativo; y VPP, valor
predictivo positivo. Imagen modificada de Agarwal y colaboradores (2021) [200]

5.1 Marcadores moleculares de diagndstico en cancer de tiroides

Las alteraciones genéticas relacionadas con el cancer de tiroides se han utilizado
como marcadores moleculares para distinguir entre lesiones benignas y malignas. Las
pruebas comerciales desarrolladas para este propdsito, durante los Gltimos 14 afos, se

basan en 3 enfoques principales: pruebas de mutaciones somaticas, evaluacién de la
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expresion génica y clasificadores basados en microARN® (Figura 23). Asimismo, los
marcadores que se han desarrollado se pueden agrupar en dos categorias diferentes de
pruebas moleculares: los métodos rule-out, que tienen como objetivo reducir el
tratamiento evitable de los nédulos benignos; y las pruebas de rule-in, que tienen el

propodsito de optimizar el manejo quirurgico.

Como ya se comentd, en cdncer de tiroides la mayoria de las mutaciones
conductoras son eventos mutuamente excluyentes, sin embargo, cuando se utilizan de
forma independiente no tienen sensibilidad y especificidad suficiente para ser
clinicamente relevantes [201]. BRAFveooe €s altamente predictivo de malignidad, ya que
ocurre con una frecuencia relativamente baja en nddulos benignos. Sin embargo, las
mutaciones RAS se encuentran tanto en adenomas como tumores malignos, por lo que
tienen un valor predictivo limitado. En 2009, Nikiforov y colaboradores desarrollaron el
primer panel de mutaciones (BRAF, RAS, RET/PTCy PAX8/PPARy) que mejoraba las tasas
de sensibilidad y especificidad en el diagnostico de PAAF indeterminadas [202]. Estos
autores reportaron una ganancia en sensibilidad del 44 % en citologias, al 80 % con el
analisis molecular; y precision una del 93,3 % al 97,4 %. Posteriormente, crearon el test
molecular denominado ThyroSeq que se ha ido actualizando desde que se publicé por
primera vez en 2013 (v1), hasta 2017 que se presentd la uUltima versidn (v3). ThyroSeq
v3 es una prueba rule-in que utiliza un panel de 112 mutaciones puntuales,
inserciones/deleciones (InDel), alteraciones del nimero de copias, fusiones y expresion
para clasificar tumores segun el material citoldgico. Es una prueba que requiere de poca
cantidad de material genético para poder realizarse y que también ha probado su
utilidad en extensiones citoldgicas de archivo [203, 204]. En muestras PAAF, con
resultado quirdrgico conocido, el rendimiento del clasificador posee una sensibilidad del
98,0 %, una especificidad del 81,8 % y una precisidén del 90,9 % [203]. Sin embargo, solo
se incluyeron 1 FTC, 17 FTA y 2 HCC en el conjunto de validacién [203]. Aunque el
rendimiento de la prueba puede variar en funciéon de la institucién que realice el
diagndstico de las muestras, los desarrolladores de la prueba reportan en los nédulos

Bethesda Il y IV (combinados) una sensibilidad del 94 % y una especificidad del 82 %

> Los microARN son pequefias moléculas de ARN no codificante (~22 pares de bases) que pueden
modular la expresidn génica de forma postranscripcional y, en consecuencia, controlar varios procesos
bioldgicos.
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[205]. El 23,43 % de las muestras benignas analizadas fueron positivas tras realizar el
ThyroSeq(v3) en ellas, incluyendo nédulos que tras el andlisis postoperatorio fueron
diagnosticados como HN, FTA, HCA o NIFTP. Mientras que 5 (7,8 %) de las PAAF con
resultado negativo, tras ser evaluados los nédulos resultaron ser muestras malignas

(PTC y miFTC) [205].

Con el desarrollo de los microarrays capaces de analizar un gran numero de
genes, surgieron los clasificadores basados en las diferencias de expresion. Uno de ellos
es el Clasificador de Expresion Génica Afirma (de inglés Afirma Gene Expression
Classifier, GEC) que mide la expresiéon del ARN mensajero de 167 genes para clasificar
las PAAF como benignas o mantenerlas como sospechosas [206]. De hecho, esta prueba
rule-out logré identificar un 90 % de los carcinomas y un 52 % de los nddulos benignos
en citologias indeterminadas [206]. Si bien solo el 8,2 % de las PAAF que finalmente se
diagnosticaron como nddulos malignos fueron inicialmente clasificadas como benignas.
Cuando las muestras benignas fueron analizadas 48,3 % se mantuvieron como
sospechosas de malignidad, incluyendo nédulos que tras la operacidn se diagnosticaron
como HN (16,6 %), FTA (15 %), UMPs (6 %) y HCA (9 %) [206]. La version mas avanzada
de esta prueba se denomina Clasificador de Secuenciacion Gendmica de Afirma (del
inglés Afirma Gene Sequencing Classifier; GSC) e interroga 10.196 genes nucleares y
mitocondriales para la medicion de recuentos de expresiéon génica, variantes de
secuencia y cambios en el numero de copias gendmicas (incluida la pérdida de
heterocigosis). GSC identificéd con precisién el 91 % de los tumores malignos (es decir,
sensibilidad) y el 68 % de los nédulos benignos (es decir, especificidad) con citologia
Bethesda Il o IV indeterminada [207]. En este caso, de acuerdo con la categoria
histolégica, el 31,7 % de los nédulos fue clasificado como sospechoso y el 8,8 % como
benigno siendo muestras malignas. La mitad de las veces el clasificador tenia problemas
con los FTA, FT-UMP y WDT-UMP, catalogandolas como sospechosas [207]. Para
complementar el GSC en aquellos resultados que permanecieran como sospechosas tras
analizar los biomarcadores o aquellas con categorias Bethesda V y VI, la compaiiia
desarrollo otra prueba llamada Afirma Xpression Atlas (XA) [208]. Esta incluye 905
variantes gendmicas y 235 reordenamientos, cubriendo 593 genes mas. Al ser, test rule-

out intentan contestar a la pregunta de si los nédulos son benignos 'y, por ello, favorecen
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una buena sensibilidad a expensas de la especificidad para asegurar la seguridad de la

prueba.

La combinacion de ThyGeNEXT® + ThyraMIR®, alna tanto la evaluacién de las
mutaciones somaticas como la expresion de genes, fusiones y expresion de microRNAs.
Los resultados iniciales del estudio muestran una sensibilidad y especificidad
relativamente altas, 89 % y 85 % respectivamente [209]. El procedimiento general
(versién del 2022), es que si se diagndstica una puncion de tiroides indeterminada se
ejecuta inicialmente la prueba ThyGeNEXT que identifica: (1) por un lado, las mutaciones
ALK, BRAF, GNAS, HRAS, KRAS, NRAS, PIK3CA, PTEN, RET y TERT; y (2) el panel de ARN
identifica el niumero de fusiones: ALK, BRAF, NTRK, PPARy, RET, THADA. Si el resultado
de la prueba ThyGeNEXT es negativo para malignidad, entonces se utiliza ThyraMIR para
aumentar la sensibilidad y la especificidad generales. Este ultimo analiza 11 microRNAs
y en combinacién con el panel de alteraciones genéticas dard un resultado agrupado
segln categorias de riesgo: positivo, riesgo moderado o negativo para malignidad [210].
Los resultados mejoraron con respecto a la versién anterior, obteniendo 99 % VPN en
nédulos benignos y 96 % VPP en muestras malignas con respecto a 94 % y 74 %
obtenidos anteriormente, respectivamente [209, 211]. Incrementando también la AUC

de 0,85 a 0,97 [210].

Por ultimo, la prueba comercial RosettaGX Reveal mide la expresidon de 24
miRNAs a partir del material extraido de frotis citoldgico de la puncidn tiroidea, para
clasificar los nédulos tiroideos indeterminados en: benignos, sospechosos de malignidad
0 positivos para carcinoma medular. Alcanzan valores de VPN del 92 %, VPP del 43 %,
sensibilidad del 74 % y especificidad del 74 %. Los autores apuntan que, si todos los
patdlogos coincidian en el diagndstico histoldgico, se alcanzaba una sensibilidad del 98
% y una especificidad del 78 % en nddulos con Bethesda llI-IV. La mejora en el
rendimiento del clasificador se debid en parte a la exclusién de 14 FVPTC encapsulados
(se consideraron malignos) de la cohorte de validacién, 5 de las cuales fueron

clasificadas como benignas.
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5.2 Marcadores epigenéticos de diagndstico en cancer de tiroides

Las modificaciones epigenéticas provocan cambios en el fenotipo de las células
sin que estos afecten a la secuencia del ADN. Sin embargo, perturban la estructura y
estabilidad del genoma y juegan un papel importante en la carcinogénesis, lo que los

convierte en buenos candidatos como biomarcadores.

Especificamente, la metilacion del ADN es una de las principales modificaciones
epigenéticas y su papel en el inicio, desarrollo y metdastasis de canceres humanos ha sido
ampliamente descrito. Por ello, se espera que en un futuro préximo haya un aumento
significativo en el nimero de pruebas basadas en biomarcadores epigenéticos, debido
al aumento de la inversién en investigacién y al desarrollo de empresas especializadas

en ofrecer soluciones para el cuidado de la salud [212].

En la actualidad, en el mercado ya se pueden encontrar mas de 100 ensayos
clinicos y mas de 30 test que han sido aprobados para su comercializacidon [212]. Han
demostrado su eficacia en multiples aplicaciones clinicas potenciales e incluso para el
cribado poblacional, teniendo en cuenta que el uso directo de fluidos corporales, incluso
los obtenidos por autorecoleccién. Ejemplo de ello son las herramientas diagnosticas
Cologuard® (Exact Sciences Company) [213, 214] y Epi proColon® (Epigenomics, Inc.)
[215]. Cologuard® utiliza un enfoque multiobjetivo para diagnosticar a través de
muestras de heces el cancer colorrectal. En esta aproximacién detectan la metilacion
aberrante en los promotores de los genes BMP3 y NDRG4, la hemoglobina en las heces,
la mutacion de KRAS y B-actina (un gen de referencia para la cantidad de ADN humano)
[213, 214]. Si un paciente recibia un resultado negativo en la prueba, habia un 99,94 %
de posibilidades de que no hubiera un carcinoma. Por otro lado, Epi proColon® 2.0 CE
es una prueba disefiada para ayudar en la deteccién temprana del cancer colorrectal y
mide la metilacion del gen SEPT9 a partir de muestras de sangre periférica [215]. Sin
embargo, un resultado positivo obtenido (sensibilidad 75-81 % y especificidad 96—99 %)
siempre debe ser verificado por otros procedimientos mas invasivos, como la
colonoscopia o la sigmoidoscopia. Otros ejemplos de aplicacidon real de marcadores
epigenéticos, aunque ninguno esta todavia disponible fuera de los ensayos clinicos,
pueden ser la prueba diagndstica PanSeer y el test de Galleri™ que se disefiaron para la

deteccidn y localizacidon de multiples canceres utilizando firmas de metilacion en el ADN
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tumoral circulante [216, 217]. El primero, PanSeer, detecta cinco tipos comunes de
cancer (pulmodn, colorrectal, eséfago, higado y estomago) en el 88 % de los pacientes
después del diagndstico con una especificidad del 96 %, incluso en 95 % de individuos
asintomaticos que fueron diagnosticados hasta cuatro afios después [217]. El test de
Galleri es capaz de detectar presencia de malignidad en mas de 50 tipos de cancer, con
una especificidad del 99 % pero con una sensibilidad pobre del 51 % [218]. Este estudio
presenta una gran variabilidad en la sensibilidad dependiendo del tipo de tumor (0-94,4

%), siendo el carcinoma de tiroides indetectable [218].

Si bien varios estudios han demostrado el papel de la metilacién aberrante del
ADN en la tumorigénesis tiroidea, se han descrito pocos biomarcadores de diagndstico
con un rendimiento aceptable que puedan solventar la limitacidon que tienen las PAAF
para discernir benignidad o malignidad en las punciones indeterminadas. En 2014,
Zhang y colaboradores reportaron por primera vez la utilizacién de los niveles de 5mC
como biomarcador en cédncer de tiroides [219]. Combinaron la metilacién del promotor
de los genes supresores de tumores CALCA, RAR-beta, DAPK1, TIMP3 y RASSF1A, junto
con el estado de mutacién BRAFV%E Este enfoque pudo distinguir las PAAF benignas de
las malignas con una sensibilidad (78 %) y una especificidad (85 %) relativamente altas.
Ademas, la cohorte de validacién con estas mismas condiciones se desempefid aun
mejor, alcanzando una sensibilidad del 85 % y una especificidad del 94 %.
Posteriormente, Kartal y colaboradores (2014), investigaron la posibilidad de utilizar el
estado de metilacién del promotor TSHR en PAAF como marcador tumoral para
diferenciar entre carcinomas tiroideos bien diferenciados y neoplasias benignas [220].
Sin embargo, la sensibilidad (60 %) y la especificidad (66 %) de este enfoque fueron
bajas. Un estudio posterior probd RASSF1A en punciones benignas [221], y aunque se
correlacionaron los niveles de metilacion bajos en PAAF de PTC con un tamaiio de
nddulo mas grande, no se muestra precision y no se proporcionan datos sobre su
rendimiento como clasificador. Estudios llevados a cabo en los afos subsiguientes,
evaluaron el estado de metilacion de PTGS2, HOXA1, TMEFF2, p16 y PTEN para
comprobar su rendimiento en el diagnéstico de citologias tiroideas indeterminadas. Sin
embargo, demostraron baja sensibilidad (45 %) y especificidad (75 %) [222]. Se mostrd

una mejora cuando se agregd al clasificador el diagndstico de citologia y el estado de

62



INTRODUCCION

mutacion BRAF. Sin embargo, en este intento no logrd superar la sensibilidad y

especificidad del diagndstico citolégico convencional por si solo [222].

Por lo general, los biomarcadores basados en la metilacion del ADN para
establecer clasificadores se obtienen de estudios basados en publicaciones sobre
tumorigénesis tiroidea. Sin embargo, los estudios que buscan nuevos marcadores a nivel
de metilacién global carecen de validaciones posteriores en punciones, limitacion que
no asegura la aplicabilidad clinica (Tabla 2). Un clasificador desarrollado en 2019 por Yim
y colaboradores [169], utiliza una firma de metilacion del ADN basado en 373
localizaciones gendmicas para diferenciar nédulos benignos de malignos. La cohorte en
la que esta probado y validado este estudio es en PTC con un rendimiento muy bueno
en la cohorte de validacién con una de especificidad 97 % (80-100 %), una de
sensibilidad 100 % (86—100 %), PPV de 97 % (82—100 %) y NPV de 100 % (85-100 %)
[169]. Los autores desarrollan una técnica de PCR multiple para aplicar su clasificador
sin necesidad de mucho material genético, pero no se ha probado en otros subtipos
tumorales de tiroides ni en PAAF [169]. El Unico estudio basado en arrays de metilacién
gue tratan de solventar este problema directamente aplicando en PAAF, es el llevado a
cabo por Barros-Filho y colaboradores también en 2019 [165]. Identificaron seis sitios
CpG que distinguian los ndédulos benignos de los carcinomas de tiroides, ya sea
diferenciados o no, con una sensibilidad (94 %) y una especificidad (82 %) relativamente
altas. La metilacién de cinco, de las CpG anteriormente mencionadas, se cuantifico
mediante pirosecuenciacidon con bisulfito de ADN en PAAF y se alcanzé una sensibilidad
y especificidad similares a las obtenidas en biopsias de tiroides indeterminadas o
malignas [165]. Curiosamente, su aplicacion alcanzé una sensibilidad del 100 % y
especificidad de 83 % en PAAF indeterminadas, clasificando el 89,5 % de las punciones

con Bethesda Il como benignas.
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Debido a las limitaciones de las punciones por aspiracidon con aguja fina, el manejo
Optimo de los nédulos tiroideos con citologia indeterminada presenta un dilema clinico. El
manejo habitual de estos pacientes recomienda la reseccién quirdrgica de muchos de estos
nodulos por el riesgo de cancer, aunque la mayoria resultan ser benignos. En retrospectiva,
en pacientes con nddulos indolentes, la cirugia conlleva riesgos innecesarios. Dado el impacto
no solo sobre la salud de los pacientes, si no también sobre los sistemas nacionales de
atencion médica, existe una necesidad critica de desarrollar métodos novedosos y rentables
para mejorar la evaluacién diagndstica. Las pruebas moleculares se han convertido en una
poderosa herramienta con el potencial de mejorar la evaluacién diagndstica preoperatoria, si

bien presentan un gran rendimiento ninguna parece ser totalmente resolutiva.

La metilacion del ADN es una de las modificaciones epigenéticas mds estudiadas. Su
papel en el inicio, desarrollo y metdstasis de canceres humanos ha sido ampliamente descrito,
incluido en céncer de tiroides. Dado que los patrones de metilacion del ADN pueden ser
indicativos de la plasticidad molecular que surge en la tumorigénesis temprana, planteamos
la hipétesis de que esta marca epigenética podria funcionar como un indicador para la
discriminacion de nddulos benignos frente a malignos en casos dificiles de diagnosticar. En
base a esta hipotesis, el objetivo general de esta tesis es la identificacién de alteraciones de
la metilacién del ADN asociados a caracteristicas diagndsticas que nos permitan
complementar el potencial de las técnicas actualmente disponibles y priorizar las
intervenciones quirudrgicas. A continuacion, se detallan los objetivos especificos mediante los

cuales que se pretende abordar la hipétesis y alcanzar el objetivo general.

1. Analizar el perfil mutacional de las lesiones nodulares originadas a partir de células
foliculares.

2. Evaluar las alteraciones epigenendmicas mediante arrays de metilacion del ADN.

3. Identificar nuevos biomarcadores que permitan el desarrollo de un clasificador de

tipo diagndstico mediante aproximaciones bioinformaticas.

67






MATERIAL Y METODOS







MATERIAL Y METODOS

1 Cohortes de pacientes

Las muestras y los datos de los pacientes analizados en este estudio se obtuvieron
retrospectivamente de la Red Nacional de Biobancos de Espafia. Los pacientes que
participaron en la donacién a los Biobancos otorgaron de forma escrita su consentimiento
informado y, ademas, los protocolos y manuales de funcionamiento general fueron aprobados
por los Comités externos, cientifico y ético. Para verificar el diagndstico y el contenido tumoral
de las neoplasias recolectadas por los distintos centros, secciones de tejido adyacente al
entregado fueron revisados por, al menos, dos expertos anatomopatélogos en sus centros de
referencia y otros dos mas en el Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA). Las
muestras biolégicas incluidas en el estudio fueron proporcionadas por los Biobancos que se
detallan en la Tabla 4, en esta se recogen el nimero de muestras empleadas de cada uno de
los centros involucrados; y en la Tabla 5 las caracteristicas de los pacientes que constituyen

las distintas cohortes analizadas.

Tabla 4 | Biobancos pertenecientes a la Red Nacional de Biobancos de Espaiia que han participado
en el estudio.

Centros/Biobancos Comunidad Auténoma

Instituto de Investigacion Biomédica de Salamanca; Biobanco en

Red de Enfermedades Oncoldgicas de Castilla y Leon Castillay Ledn / salamanca

Instituto de Investigacion Biomédica de Bellvitge Catalufia/Barcelona
Instituto de Investigacion Biomédica de Girona Catalufia/Girona
Instituto de Investigacion Biomédica de Lérida Catalufia/Lleida

Hospital Universitario de La Princesa; Fundacion de Investigacion Madrid
Biomédica
Instituto de Investigacion Hospital Universitario La Paz Madrid

Hospital Universitario Ramon y Cajal; Instituto Ramon y Cajal de

Investigacion Sanitaria Madrid
Hospital Clinico San Carlos (BHCSC); Instituto de Investigacion Madrid
Sanitaria del Hospital Clinico San Carlos
Biobanco Vasco. Fundacion Vasca de Innovacion e Investigacion ,
Pais Vasco

Sanitaria
Hospital Universitario Central de Asturias; Instituto de
Investigacion Sanitaria del Principado de Asturias

Principado de Asturias

Simultdneamente, se realizaron los perfiles genédmicos y epigendmicos en un grupo
inicial de pacientes que se denomind cohorte de descubrimiento (periodo de recolecciéon
2001-2017). Esta estuvo formada por un total de 54 muestras procedentes de tumores

tiroideos congelados, que incluian muestras de FTA (n = 15), NH (n = 22), FTC (n = 10) y la
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variante folicular de PTC (FVPTC, n = 7). Subsecuentemente, se empled una cohorte de
validacién compuesta por 103 muestras de tiroides ultracongeladas (periodo de recoleccién
2001-2021: FTA,n=22;NH,n=48; FTC,n=11y FVPTC n=22), para corroborar el rendimiento
de los marcadores de metilacién del ADN seleccionados mediante pirosecuenciacién con
bisulfito. Asimismo, se ampliaron los grupos de tumores tiroideos estudiados para incluir
muestras, como PTC (n = 15), HCA (n = 6) y HCC (n = 1), para evaluar el rendimiento de este

sistema de clasificacidén epigenética en otros escenarios.

Tabla 5 | Datos de pacientes para las cohortes de entrenamiento, validacion y punciones de
tiroides.

Diagndstico n Edad Tamano de nddulo Pt::;::i;:iizr;:e
Cohorte de descubrimiento
NH 22 58,3+11,7 2,3+0,5 0,05+0,15
FTA 15 47,1+14,0 3,4+0,8 0,29 +0,29
FTC 10 57,8 +18,1 6,5+4,3 0,87 £0,19
FVPTC 7 46,8 + 18,3 2211 0,84 £0,29
Total 54 53,6 £15,1 34+1,9 0,39+0,40
Cohorte de validacién
NH 48 53,1+14,0 2,4+0,8 0,12 +0,13
FTA 22 48,9 + 15,5 33+1,2 0,29 +0,38
FTC 11 45,6 + 15,1 4,0+£2,3 0,68 £ 0,26
FVPTC 22 46,4 +17,1 4,0+2,3 0,87+0,17
HTA 6 57,1+9,3 3,0+0,9 0,21+0,38
HTC 1 87+0,0 4+0,0 0,99+0,0
micro-PTC 1 83+0,0 0,6+0,0 0,37+0,0
PTC 14 56 + 14,2 2,5+1,5 0,77 £ 0,23
Total 125 51,1+15,4 24+11 0,42 +0,39

Cohorte de punciones tiroideas

Pruebas de extraccidon de material genético de punciones de tiroides

PAAF 24 - - -
Citologias 5 - - -
PAAF + Citologia 23 - - -
Total 52 - - -
Pirosecuenciacion de PAAF
Bethesda Il 20 52,4+11,8 - 0,21+0,19
Bethesda lll 8 49,5+ 10,0 - 0,37 £0,27
Bethesda IV 1 60,0+ 0,0 - 0,38+0,0
Bethesda V/VI 4 58,0+13,9 - 0,74+ 0,47
Total 33 52,6+11,4 - 0,32+0,30
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Finalmente, para validar la utilidad del clasificador y evaluar su viabilidad en la practica
clinica, se recolectaron PAAF (periodo de recoleccién 2018-2021; n = 85). En este grupo, se
almacenaron muestras citoldgicas de pacientes que acudieron al Servicio de Endocrinologia 'y
posteriormente se derivaron a los Servicios de Anatomia Patoldgica y Otorrinolaringologia del
HUCA, para la realizacién de la PAAF, clasificacion y seguimiento. Se obtuvo el consentimiento
informado por escrito de todos los participantes y el estudio se realizdé de acuerdo con los
principios de la Declaracidon de Helsinki para la investigacion en humanos. El protocolo fue
aprobado por el Comité Etico del Hospital Universitario Central de Asturias (Proyecto n2
98/18, Oviedo, Asturias, Espafa). Se evaluaron y clasificaron las citologias de cada nddulo
prospectivamente (n = 85), de acuerdo con el TBSRTC [177] obteniendo las siguientes
clasificaciones: Bethesda Il (n = 72), Bethesda Il (n = 8), Bethesda IV (n = 1), Bethesda V (n =
2) y Bethesda VI (n = 2). El diagndstico anatomopatoldgico de las PAAF recogidas se incluye en

la Tabla 5.

2 Procesado de las muestras embebidas en el compuesto
preservador frente la congelacién

Se solicitd a los biobancos una biopsia punch® con un tamafio minimo de 2 mm de
diametro o 4-5 cortes histolégicos realizados con el microtomo. Todas las muestras de la
cohorte de descubrimiento y validacion se encontraban embebidas en el compuesto
preservador frente a la congelacién (del inglés Optimal Cutting Temperature compund; OCT).
Por lo tanto, para ser empleadas en las diferentes técnicas primero se procedio a retirar la
mayor cantidad posible de OCT de las muestras. Para ello, se sumergieron en tampdn fosfato
salino, se posicionaron en un termobloque a 37 °C y 500 r.p.m. de agitacién durante 30 min.
Pasado este tiempo, las biopsias se centrifugaron a 2000 r.p.m. y se retiré el OCT que estaba
disuelto en el sobrenadante. Finalmente, las muestras se trasladaron a un nuevo tubo donde
se realizd un segundo lavado con tampdn fosfato salino y se centrifugaron a 2000 r.p.m. para

retirar el sobrenadante. El material se almacend a -80 °C hasta su utilizacion.

6 Biopsia punch o biopsia en sacabocados se realiza para extraer un pequefio crecimiento extirpando un
cilindro de tejido con un sacabocados.
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3 Procesado de las punciones por aspiracion con aguja fina

Las Punciones por Aspiracién con Aguja Fina (PAAF, n = 80) se recogieron bajo el
consentimiento del paciente y sin comprometer el diagndstico final de este. Cuando fue
posible la obtencién de la muestra se realizé con un pinchazo extra dentro de los cuatro
recomendados dentro del protocolo del HUCA. A continuacion, la PAAF del paciente junto con
el lavado de la aguja se almacenaron inmediatamente a -20 °C y, posteriormente, se
trasladaron al laboratorio para ser guardadas hasta su utilizacidn a -80 °C. Si las PAAF eran
recogidas en un volumen superior a 500 pl, estas se separaban en varios tubos del mismo
volumen y el material genético se juntaba en el Ultimo paso del protocolo que a continuacién

se detalla.

4 Procesado de las muestras de las extensiones citologicas

Las extensiones citoldgicas de archivo procedentes de PAAF de tiroides (n = 28) se
recogieron bajo el consentimiento ético otorgado por el HUCA para la realizaciéon de este
proyecto. Las preparaciones histolégicas antiguas en todos los casos fueron diagnosticadas
previamente por patélogos especializados. Las extensiones citoldgicas estaban procesadas y
tefiidas segun el protocolo del hospital y se almacenaron a temperatura ambiente hasta su
utilizacion.

Para despegar los cubreobjetos, los cristales se sumergieron en xileno a temperatura
ambiente. Se intentd no dejar la muestra durante periodos largos de tiempo, y por ello, se
revisaban las muestras cada 24 h, tratando de despegarlo. El tiempo total fue entre 24 y 60 h
dependiendo de la citologia. Para retirar el cristal se despegaba con un bisturi uno de los lados
cortos del cubreobjetos y a partir de ahi continuar con el movimiento de vaivén, hasta llegar
al otro extremo, con la hoja introducida practicamente en toda su longitud. Una vez nos
guedamos solo con el portaobjetos, con el mismo bisturi se raspo la superficie del cristal para
recoger el material en un tubo limpio. Para facilitar el proceso y reducir el riesgo de perder
muestra, estas se humedecian con una gota del mismo tampdn que se usé para la extraccién

de ADN.
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5 Extraccion del ADN genémico

La extraccidon de ADN gendmico de las biopsias pertenecientes a las distintas cohortes
de estudio se llevé a cabo empleando un protocolo estandar. Inicialmente, el punch de tejido
procesado o los 500 pl de la citologia celular se resupendieron en 500 ul de tampdn de lisis

(SDS al 0,5 %, EDTA 25 mM; Tris 20 mM pH 8; NaCl 0,1 M) (Figura 24).
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o |
é\'b“':&‘)\ j st
ra ol Q“\bob Alicuotas de 500 pl
o
% g ‘ C “ ¥\ : \
ito/c am\
Jla g = | Retirada d \
are e | Retirada de 4 _
/ hiv vy *. +/ cubreobjetos” | RN
. s \ J / L J)
N\ Xilol
T
AP SR
o 1 0 / \
N “‘ . ?
( / Proc_esar en
A6 pequenos trozos
Tampén de ~
lisis ; CIA ADN
proteinasa K
—
PAAF v
> —
/ v
-»> Citologia
S —
Incubar durante ———
12-18 horas Y
s Nédulo S

v

Figura 24 | Resumen del proceso de extraccion de ADN genomico segtin los distintos tipos de
muestras bioldgicas. La obtencion del material genético de las punciones se obtuvo a partir de lavados
de aguja, citologias de archivo o una combinacion de ambos. Para la cohorte de biopsias nodulares se
obtuvo el material genético a partir de los punches previamente proporcionados por los biobancos.

Posteriormente, se afiadié 15 pl de proteinasa K (10 mg/ml) y se incubaron de 12 a 18 h
a 55 °C. Se aislo el ADN gendmico de los residuos proteicos y demads impurezas mediante una
extraccion estandar con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (CIA). A cada tubo Phase Lock Gel

(Quantabio, Beverly, Massachusetts, Estados Unidos) se le afiadieron 500 ul de CIA (25:24:1)
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y se situaron en una noria durante 15-30 minutos. Posteriormente, se centrifugaron durante
5 minutos a 12.000 r.p.m., provocando la separacion de los componentes. En la capa superior,
la fase acuosa, se encuentra el ADN mientras que, en la capa orgdnica situada por debajo de
la interfase quedan las proteinas. Tras esto se retird la fase acuosa a un nuevo tubo de 1,5 ml
donde se llevd a cabo la precipitacién y purificacion del material genético. Para ello, se anadié
1 ul de glicogeno (20 mg/ml) y 50 ul de acetato sddico (3 M, pH 5,3). A continuacién, se
adicion6 a la disolucién 1 ml de etanol absoluto frio (4 °C) para eliminar la concentracion
residual de sales y promover la precipitacién del ADN, ya que al alcohol va a deshidratar el
ADN. La precipitacién podria ser inmediata, pero cuando no es asi, se puede facilitar
manteniendo los tubos a -80 °C. Se centrifugd (20 minutos a 13.000 r.p.m.) el tubo con etanol
para recuperar el ADN. El pellet que se obtuvo se lavé con 1 ml etanol al 70 % (tras eliminar el
sobrenadante) para tratar de retirar todas las sales que permanezcan en la solucion. Se volvio
a centrifugar (5 minutos a 13.000 r.p.m.) para poder retirar el sobrenadante, dejando secar
las trazas de etanol que pudieran quedar. Por ultimo, dependiendo del tamafio del pellet
obtenido se afiadieron de 25 a 100 ul de agua ultrapura autoclavada. Para facilitar la disolucidn
del ADN gendmico en solucién acuosa, se atemperaron los tubos 15 minutos a 37 °C. El ADN

se mantuvo a -20 °C hasta su utilizacion.

6 Cuantificacion y calidad del ADN

La calidad y cuantificacidon del ADN se midié mediante dos técnicas diferentes. Primero,
con el espectrofotémetro NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,
Estados Unidos). El instrumento mide la densidad dptica a 260 nm y 280 nm, los valores
obtenidos deben estar comprendidos entre 1,8 y 2, para poder trabajar con ellos (valores por
encima significa contaminacién por sales y por debajo por proteinas o solventes organicos,
como el fenol). Finalmente, se realizé una cuantificacion mediante el ensayo Qubit® dsDNA
BR en el fluorémetro Qubit® 2.0 (Life Technologies, Carlsbad, California, Estados Unidos) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Ambos instrumentos nos dan la concentracion
de ADN en ng/ul y las cuantificaciones obtenidas con dichas técnicas se utilizaron para enviar
el material genético a las empresas encargadas de las caracterizaciones de los perfiles

mutacionales y epigenéticos.
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7 Caracterizacion del perfil mutacional

7.1 Secuenciacion del exoma

La secuenciacidon de exoma completo fue realizada por Macrogen, Inc (Seul) usando el
protocolo SureSelect Human All Exon v6 Target y la plataforma de /llumina Novaseq 6000
150PE (100 x 2 pares de bases). Para la realizacién de la secuenciacion se partié de 200 g de
ADN gendmico siguiendo las especificaciones del fabricante para muestras con poca cantidad
de material. Los subsecuentes pasos del analisis se realizaron de acuerdo con las
recomendaciones de buenas practicas de GATK (v.4.1.8) [223]. Se muestra un resumen grafico
de los procedimientos realizados para la caracterizacién del perfil mutacional de las muestras
de la cohorte de descubrimiento en la Figura 25.
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Figura 25 | Informacién adicional relacionada con el protocolo seguido para la caracterizacién
mutacional mediante secuenciacion del exoma en las muestras de la cohorte de descubrimiento. E/
grdfico representa el procedimiento computacional y el software utilizado para la identificacion de
mutaciones nocivas en muestras de cdncer de tiroides.

Brevemente, el control de calidad y el recorte de los adaptadores de las lecturas de los
archivos FASTQ sin procesar se realizaron con Fastp (v.0.20.1) [224]. Las lecturas de
secuenciacion resultantes se alinearon contra el genoma de referencia humano (hg38)
utilizando Burrows-Wheeler Aligner Bwamem (v.0.7.17) [225]. Los archivos Sequence
Alignment Map (SAM) se convirtieron a archivos Binary Alignment Map (BAM) utilizando

Samtools (v.1.7) [226] y estos ultimos se ordenaron utilizando el kit PicardTools (v.2.22.8)

77



MATERIAL Y METODOS

[227]. Se marcaron los duplicados de la Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (del inglés,
polymerase chain reaction; PCR) y se realizé un paso de recalibracion de la calidad de las bases
utilizando datos de inserciones y deleciones conocidas (1000G InDel de referencia) y
polimorfismos de un solo nucleétido (del inglés, Single-Nucleotide Variants; SNP) conocidos
(dbSNP 138) obtenidos del paquete de recursos GATK. Las métricas de cobertura, los
artefactos de secuenciacion, el resumen de los recuentos de lectura que respaldan los alelos
de referencia alternativos y otros para sitios determinados y el cdlculo de los contaminantes
en la muestra se realizaron para proceder con los andlisis subsecuentes.

Los SNP se identificaron utilizando Mutect2 (v.4.1.8) [228] por medio de los archivos
BAM para cada paciente. Este programa esta disefiado para llamar variantes somaticas
solamente y para ello se le proporciond los datos recogidos en la base de datos curada
gnomAD, que almacena las frecuencias alélicas de datos de secuenciacion de exomas vy
genomas de varios estudios genéticos de poblacién y de enfermedades. Ademas, se también
se cruzd con las variantes sométicas que se recogen en el denominado Panel of Normal’” (PON),
obtenidos del proyecto 1000 Genomas. Los ficheros Variant Call Format (VCF) resultantes se
ordenaron y se calculd el modelo de orientacién de lectura (del inglés, Learn Orientation
Model) para su uso posterior en el paso de filtrado de variantes.

Las variaciones detectadas por Mutect2 se filtraron utilizando los resultados del paso
de contaminacién calculado, el modelo de orientacion de lectura y la lista de intervalos de
SureSelect V6. Se aplicaron filtros simples a los archivos VCF resultantes. Brevemente, se
analizaron las variantes que pasaban los filtros estandar en MuTect2 y, para fines posteriores,
se utilizd bcftools (v.1.9) [229] para seleccionar aquellas entradas con una cobertura de
profundidad minima > 35 y una frecuencia alélica minima > 0,15. Los archivos VCF filtrados de
todas las muestras se combinaron con vcftools (v.0.1.16) [230] y las variantes resultantes se
anotaron con ANNOVAR (v.20190ct24) [231].

Para definir las variantes patégenas se utilizaron SNV no sindnimos con ganancia de
regiones no traducidas (del inglés, untranslated trailer; UTR) con un MAF < 0,01 utilizando
anotaciones del proyecto 1000 Genomas (versién de agosto de 2015). Los efectos funcionales

de estas variantes potencialmente nocivas se evaluaron con los algoritmos Polyphen2 [232],

7 Panel of Normal o PON es un tipo de recurso utilizado en el analisis de variantes somaticas. Lo que todos los
PON tienen en comun es que (1) estan generados a partir de muestras normales (en este contexto, "normal"
significa derivado de tejido sano que se cree que no tiene alteraciones somaticas) y (2) su propdsito principal es
capturar artefactos técnicos recurrentes para mejorar los resultados del andlisis de variantes somaticas.
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MutationTaster [233] SIFT [234] y se incluyeron también las variantes identificadas en la base
de datos COSMIC (v70) [235].

Adicionalmente, se investigaron las mutaciones en el gen BRAF manualmente a través
de la herramienta Integrative Genomics Viewer (IGV), ya que ninguna de estas alteraciones se
observé inicialmente debido al uso de criterios de filtrado estrictos. Las inserciones y
deleciones que causaban cambio en el marco de lectura, asi como aquellas variantes
identificadas como mutaciones perjudiciales en los analisis anteriores, se consideraron como

posibles mutaciones patdgenas para andlisis posteriores.

7.2 Determinacidon de mutaciones somaticas: BRAF, KRAS, NRAS y HRAS

Para detectar las mutaciones somaticas en los genes BRAF, KRAS, NRAS y HRAS se llevd
a cabo una PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR) en un equipo 7500 Applied Biosistems
con el Thyroid Cancer Mutation Detection Kit (Entrogen, Los Angeles, California, Estados
Unidos) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Este kit detecta cambios en nucleétidos
de una base causando las siguientes mutaciones: BRAF p.V600E; KRAS p.G12A, p.G12D,
pG12V, p.G12C, p.G12S, p.G13D; NRAS p.Q61H, p.Q61L, p.Q61K, p.Q61R and HRAS p.G12V,
p.G13R and p.Q61R. Brevemente, el ADN gendmico de la cohorte de validacién extraido
anteriormente (FTC, n = 11; FVPTC, n = 22 y FTA, n = 22), fue cuantificado especificamente
mediante fluorimetria empleando el equipo Quantus Fluorometer (Promega, Madison,
Wisconsin, Estados Unidos). Tras ello, se utilizaron 25 ng de ADN gendmico de cada muestra
para llevar a cabo cada una de las carreras a una concentracién de 5 ng por reaccién. Las
mutaciones anteriormente mencionadas se detectan en cinco grupos definidos por cinco
reacciones, y no se distingue ninguna mutacion especifica dentro de cada conjunto. Se debe
mencionar que el limite de deteccion (del inglés Limit of detection, LOD) del ensayo varia

segln cada mutacién en un rango de 0,25 % a 10 %.

8 Caracterizacion del perfil de metilacion

8.1 Procesado de los datos brutos

El perfil de metilacidon del ADN se caracterizé empleando la plataforma lllumina’s High
Infinium HumanMethylationEPIC 850K Beadchip [236] siguiendo el protocolo de metilacién de

Illumina Infinium HD. Los servicios de hibridacion fueron proporcionados por Oxford Genomics
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Center (The Wellcome Center for Human Genetics, Universidad de Oxford, Reino Unido). En
la Figura 26(a-b) se muestra el flujo de trabajo detallado con la estrategia seguida para analizar
los datos de metilacion.

Las muestras que se sometieron a este analisis fueron las biopsias de tiroides obtenidas
de los biobancos (FTC, n = 10; FVPTC, n = 7; FTA, n = 15 y NH, n = 22), muestras de tejido
normal® procedentes del proyecto ENCODE (NT, n = 4) [237], muestras de origen
hematopoyético (células madre hematopoyéticas, HCS; células B, LB; células T CDS8, LTC;
células T CD4, LTH; células asesinas naturales, NK; monocitos, M; neutroéfilos; N; en total n =

7) [238] y por motivos de validacién posterior los datos experimentales de distintos subtipos

Validacién y

tumorales de tiroides (GSE121377: PTC, n = 11; IEFVPTC, n = 3; TCVPTC, n =7 y NT, n = 37)
[159].
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Figura 26 | Esquema representativo del procedimiento llevado a cabo para realizar la caracterizacion
del perfil de metilacion mediante el experimento con Infinium HumanMethylationEPIC 850K
Beadchip y la generacion del clasificador empleando técnicas de aprendizaje automadtico. (a) Grdfico
que ilustra la canalizacion computacional y el software utilizado para la identificacion de sitios CpG
diferencialmente metilados (DMPs) en las muestras de cdncer de tiroides. (b) Grdfico que muestra la
estrategia que se siguio para la identificacion de los sitios CpG que podrian ser utilizados para la
discriminacion de nddulos tiroideos benignas de los malignos. (c) Procedimiento seguido para
establecer cudles de las DMPs conformarian el clasificador. (d) Prediccion de benignidad/malignidad
en las muestras tiroideas. (e) Validacion del modelo mediante técnicas metodoldgicas alternativas y
valoracion del rendimiento.

Los datos de los archivos crudos (del inglés Intensity Data Files; IDAT) de la plataforma

HumanMethylationEPIC Beadchip se procesaron utilizando el paquete R/Bioconductor minfi

8 Se entiende como normal a tejido tiroideo procedente de pacientes sin patologia dicha gldndula conocida. Los
IDAT de estas muestras fueron descargados de la plataforma ENCODE.
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(v_1.32.0) [239]. Las seiiales rojas y verdes de los datos sin procesar se corrigieron utilizando
el algoritmo ssNOOB utilizando los parametros predeterminados. Las sondas que superponen
variantes genéticas, las sondas ubicadas en los cromosomas sexuales, las sondas de reaccion
cruzada y de mapeo multiple, y las sondas con al menos una muestra con un p-valor de
detecciéon > 0,01 se descartaron de los analisis antes de proseguir con los analisis.
Posteriormente, utilizando el paquete R/Bioconductor wateRmelon (v.1.30.0) [240], se aplicd
el método de normalizacion denominado Beta-Mixture Quantile (BMIQ) [241] para la
correccion del sesgo de las sondas. Subsecuentemente, se calcularon los valores B y valores
M (Figura 26b), y se emplearon para establecer la metilaciéon diferencial en los pasos

siguientes.

8.2 Deteccidn de sondas CpG diferencialmente metiladas

Para tener en cuenta posibles efectos de lote o variables de confusidn, se realizé un
analisis de variables subrogadas utilizando el algoritmo sva (v.3.35.2) [242]. Para cada
comparacion, los coeficientes de las variables subrogadas detectadas se estimaron utilizando
la funcidn n.sv en el contexto de los valores M, y las variables subrogadas n.sv -1 se incluyeron
en la definicion del modelo para la deteccion de las CpG diferencialmente metiladas (dmCpG).
La significacidn estadistica de las sondas de metilacion del ADN se calculdé con el test-t
implementado en limma (v_3.38.3) [243]. Se ajustd a un modelo lineal usando los niveles de
metilacién (valores M) como respuesta y el tipo de muestra (por ejemplo, maligno/normal,
benigno/normal o tiroides/sangre) como la principal covariable de interés. Ademas, las
variables subrogadas generadas en el analisis se incluyeron en la definicién del modelo. Los
valores de significacion resultantes, obtenidos de los diferentes contrastes se corrigieron para
realizar pruebas de comparacién multiples utilizando el método de Benjamini-Hochberg. Se
utilizé un umbral de tasa de descubrimientos falsos (del inglés False Discovery Rate, FDR)
inferior a 0,05 y una diferencia absoluta entre los valores medios de metilacién del ADN de
casos y controles de al menos el 25 % de cambio para ser considerados como dmCpG
significativas (Figura 26b). Sin embargo, este limite se bajé al 10 % en las comparaciones de
sangre versus glandula tiroides para descartar aquellas sondas con fluctuaciones minimas

entre los diferentes tipos de tejido.
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9 Desarrollo del clasificador de tumores tiroideos mediante
aprendizaje automatico

El clasificador basado en Bosques Aleatorios (del inglés Random Forest, término que
se usara en el resto del manuscrito) se cred utilizando el paquete R/CRAN randomForest
(v.4.6.14). Se trata de un algoritmo de aprendizaje automatico supervisado en el que los datos
de entrenamiento o descubrimiento ya estan clasificados, es decir, se conoce el grupo al que
pertenecen a priori. La informacion detallada sobre el enfoque seguido para realizar el
aprendizaje automatico sobre la cohorte de descubrimiento se muestra en la Figura 26c.

Primero fue necesario establecer el conjunto de sondas que proporcionaran mas
informacién acerca de las alteraciones de metilacion encontradas en los distintos subtipos de
lesiones tiroideas estudiadas. Por ello, para el descubrimiento del clasificador se le
proporcionaron al algoritmo aquellas dmCpG resultantes de la suma/interseccion de las
comparaciones de NH, FTA, FTC y FVPTC versus la glandula tiroides normal, excluyendo
aquellas sondas que eran compartidas, en términos significacion y direccién de cambio, con
el tejido sanguineo.

Para la generacién correcta del modelo, se redujo la cantidad de variables de entrada
mediante un filtro adicional utilizando el paquete R/CRAN Caret (v.6.0.86). Tras la aplicacion
de esta herramienta solo se incluyeron aquellas dmCpG altamente correlacionadas (punto de
corte 0,9).

Posteriormente, se efectud un remuestreo aleatorio (del inglés bootstraping) sobre la
cohorte de descubrimiento para crear el modelo utilizando la funcién RandomForest.
Utilizando una semilla inicial, se crearon de forma iterativa 100 modelos, con los parametros
por defecto de la funcidn, exceptuando la cantidad de arboles que se establecié en 5000 y el
valor de corte para la prediccién de la clase benigna que se fijé en 0,7 votos (para una mejor
sensibilidad/especificidad). Para cada modelo creado en cada iteracién, la importancia de las
variables se clasificé de acuerdo con la disminucién de la media del coeficiente de Gini (del
inglés, Mean Decrease Gini) otorgada a cada sonda del modelo. Se emplearon las 10 variables
gue mas veces aparecieron como mas informativas en el total de los modelos creados.
Finalmente, de las variables seleccionadas se comprobé el set minimo necesario para clasificar

las muestras de tiroides en las clases benigno o maligno, y para ello se utilizé el método de
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validacién cruzada (10 veces), junto con el método de eliminacién de caracteristicas recursivas
dentro del paquete R/CRAN Caret y el algoritmo rfe.

La puntuacién de malignidad para una muestra determinada se calculd en funcién de
la proporcién de votos malignos sobre el numero total de votos (5000) pronosticados
utilizando el modelo mencionado anteriormente, la matriz con los valores de metilacidon del
ADN del set minimo de los sitios CpG seleccionados y la funcién de predict que se encuentra
en el paquete stats de R (v.4.0.2) (Figura 26¢-d). A continuacién, se muestra la Ecuacion 1 para

determinacion de la malignidad de las muestras:

MS = M votos
" M votos + B votos

Ecuacion 1 | Ecuacion para la determinacién de la puntuaciéon de malignidad. Donde MS significa Molecular
Malignancy Score, y My B representan el numero de votos malignos o benignos identificados en los diferentes
drboles generados durante la creacion del modelo mediante Random Forest.

Las puntaciones obtenidas a través de la Ecuacion 1 oscilan entre Oy 1, y las mas altas
representan un estado de malignidad molecular mas alto en una muestra determinada. El
poder estadistico del estudio considerando diferentes tamafios de muestra, se calculd con el
marco PowerTools [244] usando la matriz de metilacion de ADN (valores M) que incluyen el
set minimo de CpG tras la generacién del clasificador y las muestras antes mencionadas del
conjunto de datos de descubrimiento (Figura 27). Para el célculo se incluyd un rango de entre

5y 39 muestras, un total de 100 iteraciones por variable y un umbral de significacién de 0,001.
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Figura 27 | Evaluacion del rendimiento del sistema de clasificacion Random Forest utilizando
diferentes tamanios de muestra. Los cdlculos de potencia y tamafio del efecto se obtuvieron utilizando
el marco PowerTools.
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10 Validacion del rendimiento del clasificador de tumores tiroideos

Este sistema de clasificacidn fue posteriormente validado mediante diferentes enfoques
ortogonales. Para ello, se analizd el estado de metilaciéon locus especifico mediante
pirosecuenciacion con bisulfito, en aquellas sondas obtenidas en el proceso de desarrollo
mediante algoritmos de aprendizaje automatico. Por otro lado, también se inspecciond la

literatura existente en busqueda de bases de datos similares basadas en arrays de metilacién.

10.1 Validacién mediante pirosecuenciacidn con bisulfito

10.1.1 Genes de estudio

Los criterios para la seleccion de los genes se basaron en los resultados obtenidos en
los estudios previos a nivel gendmico total, con la plataforma Infinium HumanMethylationEPIC

850K Beadchip.

Los cebadores se disenados para llevar a cabo la validacién del set minimo de sondas
necesarias para separar las muestras en benigno y maligno utilizando la técnica de
pirosecuenciacién con bisulfito en una cohorte mds amplia y diversa. La seleccién final de
genes se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6 [ Resumen de las caracteristicas de los genes seleccionados para la validacion del clasificador
mediante pirosecuenciacion con bisulfito.

Identificador de lllumina | Nombre comin | Localizacién cromosémica | Contexto genémico Hebra genémica

€g21915100 NPC2 chr14:74.957.674 Shell -
cg17154646 MBNL2 chr13: 97.858.492 Open sea +
cg10189462 GPCPD1 chr20: 5.672.830 Open sea +

10.1.2 Diserio de cebadores

Los cebadores se disefiaron con el programa PyroMark Design Software (v. 2.0.01.15).
Brevemente, se introducen las secuencias génicas de interés y el software encuentra las
posiciones CpG mas relevantes, incluyéndose la de interés. Entonces, el programa genera
automaticamente conjuntos de cebadores, incluidos tanto los necesarios para realizar la
amplificacién de la zona mediante PCR como los de secuenciacidon para la pirosecuenciacion.
Idealmente, se seleccionan aquellos cebadores que no presenten dinucledtidos CpG

solapantes, de manera que la amplificacién del ADN gendmico modificado no sea sesgada.
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La Tabla 7 muestra los detalles de las condiciones de los cebadores y PCR usados en
este estudio. A cada conjunto se le asigna una puntuacién y la calidad, lo que refleja la
idoneidad para el analisis; se escogieron por defecto, el conjunto de cebadores con puntacién
mas alta y temperaturas de anillamiento mas cercanas entre el cebador directo e inverso.
Ademas, uno de los cebadores fue marcado con biotina para permitir la inmovilizacion con las
bolas de estreptavidina.

Tabla 7 | Secuencias de los cebadores directo, inverso y secuenciaciones correspondientes a cada
gen. Tm °C es la temperatura de hibridacion utilizada en la PCR en el caso de cebadores directo y
reverso, y para la pirosecuenciacion en el caso de los cebadores de secuenciacion. BIO: biotinilado.

Producto de

Gen Posicion de la CpG Cebador Secuencia (5’-3’) Tm °C PCR (pares
de bases)
Directo AAGGTGGGTGTAGAGTGGAATAT 60°C
chri4: °
NPC2 74.957.673-74.957.674 Reverso-BIO ATAACTCATTCCATCCTCACAAACTATC 325
Secuenciacion GGAAATTTAAAGTGGTTTATAAA 80°C
Directo-BIO AAGATTGAAAGAATTGGGTATGGAA 63°C
chr13: °
MBNL2 97.858.492- 97 858.493 Reverso TAACCCAACAAAATTTACTCCCCTATC 120
Secuenciacion CCTCAAAAAACAAACCAC 80°C
Directo TGAAGGGAGTGAGGGTTTATTAG 60°C
chr20: °
R -BI TAACCACTTCACAAAACTCTTTTACTTAT
GPCPD1 5 672.830-5.672.831 everso-BIO | C CCACTTCAC CTC C 114
Secuenciacion AGATTAGAGTAGGTGTTG 80°C

10.1.3 Modificacion del ADN mediante bisulfito sodico

El tratamiento con bisulfito sddico (Bs) es usado habitualmente para detectar la
metilacion del ADN. El Bs es capaz de desaminar las citosinas a uracilos, que se sustituyen por
timinas en el proceso de amplificacidn. La 5mC es resistentes a la desaminacion, cambiandose
por citosinas tras la PCR (Figura 28) [245]. Tras esta modificacion y posterior pirosecuenciacion

estamos midiendo los niveles de 5mC.

c{atatCfe} CeHT
ﬂratamiento con bisulfito
LA
UKA{A-CH{G}CHGHT|
+ PCR

THiaf{alc{ekcHa]iT]

XE C - C -@ {3 Grupo metilo

Figura 28 | Esquema del proceso de modificacion del ADN genémico mediante bisulfito sédico. A:
adeninas; T: timinas; C: citosinas; G: guaninas y U: uracilos. Imagen creada con BioRender.
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Para llevar a cabo este procedimiento se utilizd un kit EZ DNA Methylation Gold (Zymo
Research, Orange, California, Estados Unidos), en la que la preparacién de las muestras,
reactivos y protocolo de purificacidn se hizo tal y como indica el fabricante. A continuacién, se
detallan brevemente los pasos para llevar a cabo la modificacién del material genético de
todas las cohortes. Se parte de 500 ng de ADN gendmico en un volumen de reaccién final de
20 ul de agua ultrapura autoclavada. En un tubo individual de se afiaden 300 pl del reactivo
gue contiene el Bs para realizar la conversidn de las citosinas. Las muestras junto con el BS se
homogenizan y se centrifugan a 13.000 r.p.m. durante un minuto. Para que ocurra el proceso
de conversidn las muestras son introducidas en un termociclador, sucediéndose los siguientes
pasos: (1) 10 minutos a 98 °C; (2) 2,5 horas a 64 °C y (3) mantener a 4 °C infinito. A
continuacion, se lleva a cabo la desulfonacién y limpieza de las muestras, mediante la sucesion
de los reactivos M-Binding Buffer, M-Wash Buffer, M-Desulphonation Buffer y un lavado final
M-Wash Buffer en las columnas Zymo-Spin™ IC Column pertenecientes al kit comercial.
Finalmente, se eluye el ADN modificado M-Elution Buffer en un volumen final de 10 pl. El

material se conserva a -20 °C hasta su uso.

10.1.4 Amplificacion por Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Se optimizaron las condiciones de la PCR, usando ADN genémico modificado de las
lineas celulares comerciales de tiroides FTC-133 (FTC), K1 (PTC) y 8305C (ATC). El volumen de
reaccion final se establecié en 30 ul y se procedio a realizar las reacciones de amplificacién
usando el kit IMMOLASE™ DNA polymerase para PCR (Bioline Reagents, Londres, Reino Unido)
bajo las condiciones que siguen: 0,3 ul de cada cebador especifico directo e inverso, a 10 mM;
3ul de tampdn ImmoBuffer; 0,9 ul de MgCl2 (1,5 mM); 0,9 ul de dNTPs (0,2 mM) y 0,2 ul de
ADN polimerasa IMMOLASE; ademas de 2 pl de muestra y 2 pl de agua ultrapura autoclavada
en el caso de los blancos. Se programa el termociclador de la siguiente forma: (1) 10 minutos
a 95°C para realizar la desnaturalizacién del ADN; (2) 30 segundos a 95 °C; (3) 30 segundos a
la temperatura de hibridacién para el alineamiento de los cebadores; (4) 30 segundos a 72 °C
para la elongacion; se repitieron los pasos 2, 3 y 4 un total de 50 ciclos; (5) 30 segundos a 72
°C; (6) 30 segundos a 72 °C de elongacion final; (7) mantener a 4 °C hasta recoger la muestra
para su almacenamiento. Conservar el producto de PCR a -20 °C hasta su uso. Una vez
establecidas las temperaturas de hibridacién adecuadas para cada cebador se procedio a la

amplificacién de todas las muestras implicadas en la validacion de los resultados. El esquema
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del proceso de PCR llevado a cabo para amplificar los genes seleccionados se muestra en la

Figura 29.
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Figura 29 |Esquema del proceso llevado a cabo para realizar la amplificacién de los genes
seleccionados mediante PCR. Imagen creada con BioRender.

Previo a la pirosecuenciacién, es necesario comprobar si el producto de PCR estd
presente tras la amplificacién llevada a cabo. Por lo tanto, de cada reacciéon de PCR se
emplearon 5 pl y se resolvieron por electroforesis en gel de agarosa al 2 % en de Tris Borato
EDTA al 0,5 X. Como agente intercalante se usaron 2 pl de SYBR™ Safe DNA Gel Stain (Thermo
Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) y en un pocillo independiente se
agregaron 2 pl como marcador de tamafio de amplicédn de 50 pares de bases. El resto del

producto de amplificacién (25 ul) se destina a la pirosencuenciacion.

10.1.5 Pirosecuenciacion

Se empled la pirosecuenciacion con bisulfito para medir de forma directa el estado de
metilacion de las muestras de la cohorte de validacién y en conjunto de PAAF. Esta técnica se
basa en la cuantificacion del ratio C/T de los nucledtidos CpG susceptibles de ser metilados en
los fragmentos cortos de ADN gendmico previamente amplificados. Para que se pueda llevar
a cabo esta determinacidn, es necesario que tenga lugar una cascada enzimatica que
generalmente se sucede de la siguiente forma (Figura 30) [246]: (1) la ADN polimerasa,
incorpora dinucleétidos trifosfato (dNTPs) a la cadena molde, liberandose una cantidad
equimolar de pirofosfato (PPi) al niUmero de adiciones que se produzcan; (2) la ATP sulfurilasa
cataliza la conversion de PPi en ATP al reaccionar con el sustrato adenosina 5'-fosfosulfato
(APS); (3) el ATP liberado se usa en la reaccion de oxidacién de la luciferasa, generandose un

pulso de luz cuya intensidad es proporcional a la cantidad de dNTPs adicionados
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anteriomente; (4) finalmente, la apirasa degrada el ATP y los dNTPs no incorporados. La
adicion consecutiva de nucleétidos genera un pirograma. Este representa la dispensacién

secuencial de dNTPs y la intensidad luminica asociada, que permite su cuantificacién.
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Figura 30 | Esquema del funcionamiento de la pirosecuenciacion de ADN genémico modificado con
bisulfito. (a) Proceso llevado a cabo en la estacion de trabajo para seleccionar las hebras de ADN con
la citosina de interés. (b) Proceso de pirosecuenciacion llevado a cabo en el pirosecuenciador PyroMark
Q24 para producir los pirogramas. Imagen creada con BioRender.

Para la generacién de los pirogramas se siguié el siguiente protocolo: se afiade 1 pl
sefarosa (Streptavidin Sepharose High Performance) (GE Health-care Bio-Sciences, Uppsala,
Sweden), 40 pul Binding Buffer (Qiagen, Qilden, Alemania), 19 pl de agua ultrapura autoclavada
y 20 pl del producto de PCR por cada reaccién. Los cebadores estan biotinilados, por lo que el
extremo 5’ se unira a la estreptovidina de las esferas de sefarosa. Esta disolucién debe dejarse
en agitacion continua (14.000 r.p.m.) durante 10 minutos. Durante este tiempo se prepara la
placa de pirosecuenciacién: se afiaden a cada pocillo 2,5 pl de cebador de secuenciacion (3
KM) correspondiente, complementarios a la hebra molde que se desea estudiar (Tabla 7),
junto con 22,5 ul de Annealing Buffer (Qiagen, Qilden, Alemania). Transcurridos los 10 minutos
se procede a las sucesivas fases de lavado y desnaturalizacion, la sefarosa con el ADN unido
se mezcla con los cebadores de secuenciaciéon en la placa de pirosecuenciacion. Esta se
incubara 2 minutos a 80°C en un termociclador, para que se produzca la hibridacion del
cebador. Se deja atemperar la placa 5 minutos en el pirosecuenciador y para finalizar se coloca
el cartucho cargado con los volumenes indicados de sustrato, enzima y dNTPs. Las placas con
las muestras de interés se incorporaron al pirosecuenciador PyroMark Q24 (Qiagen, Qilden,
Alemania) y asi conseguir generar el pirograma que dard el porcentaje de 5mC para cada CpG

analizada.
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10.2 Analisis del rendimiento del clasificador mediante bases de datos
externas

Obtuvimos datos sin procesar de HumanMethylationEPIC de un trabajo reciente
centrado en la identificacion de biomarcadores de céncer de tiroides [159]. La base de datos
con codigo de acceso GSE121377, se descargd de la plataforma Gene Expression Omnibus
(GEO). Los datos se procesados y normalizados tal como se indica en la Seccién 8.1 de Material
y Métodos. Tras calcular los valores B y valores M, aquellas sondas identificadas en el proceso
de identificacion de biomarcadores fueron evaluadas. Se otorgaron puntuaciones de
malignidad a los tumores siguiendo el mismo protocolo que el empleado para las muestras de

la cohorte de descubrimiento descrito en la Secciéon 9 de Material y Métodos.

11 Disponibilidad y accesibilidad de los datos

Los oligonucledtidos de ADN utilizados en este estudio se proporcionan en la Tabla 6.
Los datos sin procesar de la secuenciacion completa del exoma de los nddulos tiroideos se han
depositado en el servicio European Genome-phenome Archive (EGA) con el nimero de acceso
EGAS00001005561. Los datos brutos del analisis de metilacion del ADN usando la plataforma
HumanMethylationEPIC, incluidos los archivos IDAT, se han depositado en ArrayExpress con
el numero de acceso E-MTAB-10906. Los datos correspondientes a los arrays de metilacion de
las diferentes poblaciones de células sanguineas se obtuvieron de la entrada E-MTAB-6315 de
ArrayExpress [238]. Los IDAT sin procesar de las cuatro muestras control (ENCLB141TUI,
ENCLB867YHK, ENCLB610AGH y ENCLB305LHQ) procedentes de la glandula tiroides se
obtuvieron del proyecto ENCODE [237]. Con fines de validacion usando bases de datos
externa, se descargaron archivos HumanMethylationEPIC del trabajo publicado por Park y

colaboradores en 2020 (entrada GEO GSE121377).
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1 Perfil mutacional de las lesiones tiroideas con patrdn folicular

La acumulacién de alteraciones genéticas y epigenéticas juega un papel clave en el
desarrollo de firmas oncogénicas en los cdnceres humanos. Para identificar las alteraciones
moleculares que pueden explicar la potencial tumorigénico de las lesiones tiroideas benignas
y malignas con fenotipo folicular (asociadas con mayor frecuencia en las categorias de PAAF
indeterminadas) primero se exploré el perfil mutacional mediante la secuenciacién del exoma

completo (Figura 31).
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Figura 31 | La secuenciacién del exoma identifica alteraciones genéticas en lesiones tiroideas
foliculares benignas y malignas. a) Diagrama de circos que ilustra el panorama mutacional de las
muestras de tiroides analizadas en este estudio. La figura exterior muestra el ideograma de los
cromosomas humanos (hg38), incluida la ubicacion y la posicidn de las bandas citogenéticas conocidas.
Las diferentes circunferencias concéntricas muestran la ubicacion gendmica de las mutaciones (lineas)
identificadas en FTC (rojo), FVPTC (naranja), FTA (morado) y NH (azul). Los genes con mutaciones
recurrentes en mds de una muestra o los genes con implicaciones conocidas para el cdncer de tiroides
se destacan en el recuadro central. También se destaca el numero de casos analizados por cada subtipo
muestral. b) Diagrama de cajas que indica el numero de mutaciones nocivas observadas en los
pacientes con nddulos tiroideos incluidos en la cohorte de descubrimiento. Los puntos individuales
indican el niumero de mutaciones identificadas en una muestra determinada.

Para cubrir el espectro de lesiones tiroideas con patrdn folicular, se analizaron biopsias
de 10 FTC, 7 FVPTC, 15 FTAy 22 NH con una profundidad media de cobertura de 132X (rango
de 68 a 277X, Anexo 1: Tabla S2, Anexo 2: Figura S1). Este andlisis revel6 la presencia de

mutaciones potencialmente nocivas a lo largo de todo el genoma en las muestras de la cohorte

93



RESULTADOS

de descubrimiento, encontrandose 152 en FTC, 38 en FVPTC, en 133 FTAy en 77 NH (Figura
31a). Las muestras de FTC y NH presentaron el mayor y menor nimero de mutaciones por
muestra, respectivamente (Figura 31b). Mientras que los FTA, segunda neoplasia con mayor
numero de mutaciones daiinas, presentaron un nimero variable de mutaciones por paciente
(Figura 31b). Curiosamente, los FVPTC no presentaban tantas mutaciones como sus
homdlogos malignos los FTC (media de alteraciones 5y 11,5, respectivamente; Figura 31b), lo
gue sugiere que los mecanismos moleculares que gobiernan cada tipo de carcinoma de

tiroides pueden resultar en una carga mutacional tumoral diferente.

Se observaron mutaciones recurrentes en los genes involucrados en rutas clasicas que
participan en el desarrollo del cancer de tiroides en nuestro conjunto de descubrimiento,
incluidos MAPK (HRAS, NRAS, MAP2K3, RPS6KA3, TAB1, DUSP22, MAPK8IP3, CACNA1H);
mTOR (HIF1A, MTOR, RPS6KA3, TSC2); via de la insulina (HRAS, NRAS, INPPL1, MTOR, TSC2,
PRKCZ, HK3), y el metabolismo y sistema de sefializacion de inositol fosfato (DGKG, INPPL1,
INPP1, INPP5B, INPP5J, MTMR3, PI4KA, PIK4K2A) (Figura 32a).

Una inspeccion mds detallada a los genes mas frecuentemente alterados en este tipo
de neoplasias muestra que tanto BRAF como HRAS solo se observan en los tumores malignos
(en total 23,5 % y 17,6 %, respectivamente), mientras que NRAS esta mutado en todos los
subtipos (FTC 30 %, FVPTC 14,23 %, FTA 6,6 % y NH 4,5 %) (Figura 32b). Asimismo, se
estudiaron las mutaciones BRAF, KRAS, NRAS y HRAS mediante RT-gPCR en la cohorte de
validacion (exceptuando los NH) (Figura 32c). Un 41 % de los tumores presentaron alguna
mutacion conductora. Como cabria esperar, los FVPTC fueron los Unicos tumores que
exhibieron mutaciones somaticas en BRAF (36,36 %), ademas de NRAS (13,63 %) y HRAS (13,63
%). Los FTA exhibieron mutaciones tanto en NRAS como en HRAS (21,73 % y 8,69 %,
respectivamente), y que su contraparte maligna, los FTC, solo en NRAS (25 %). Teniendo en
cuenta ambas técnicas la prevalencia estas mutaciones en los tumores malignos analizadas es
de 10,71 %y 14,29 % para BRAF, RAS, respectivamente. Mientras que en los nddulos benignos

mutaciones en RAS activadoras de la cascada de sefializacidn PI3K-AKT en 8 %.

No se pudieron definir clusteres significativos asociados al estado de malignidad, ni a
ninguno de los grupos de diagndstico. Estos resultados indican que las alteraciones
mutacionales en el genoma son complejas y subdptimas en nuestra cohorte para establecer

una estimacidén diagndstica apropiada de las lesiones foliculares.
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Figura 32 | Representacion detallada de los genes mutados identificados en este estudio. (a)
Heatmap que muestra solo aquellas mutaciones que ocurren en al menos dos pacientes o que han sido
descritas previamente en el cancer de tiroides en la cohorte de descubrimiento. El histograma superior
refleja el numero total y el tipo de mutaciones nocivas observadas para cada muestra, tal como se
codifica en la leyenda de la figura. Los cuadrados de colores ilustran el diagndstico de estas muestras
como se indica en el recuadro: en FTC (rojo), FVPTC (naranja), FTA (morado) y NH (azul). (b-c)
Prevalencia de mutaciones NRAS, HRAS y BRAF en las cohortes de descubrimiento y validacion
identificadas por exoma completo (b) o RT-PCR (c), respectivamente.

2 Alteraciones epigendmicas en lesiones tiroideas con patron
folicular

Para poder superar las limitaciones de los estudios genéticos, se realizd un analisis
epigenético de las mismas muestras analizadas en el apartado anterior mediante arrays de

metilacion.
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Aunque los cambios de metilacidon pueden ser globales, se exploraron las posibles
diferencias entre las distintas muestras de la cohorte de descubrimiento. Los analisis de
agrupamiento (Figura 33a) usando los 32.202 sitios dmCpG encontrados entre las muestras
malignas y las benignas revelaron tres clisteres diferentes: un gran grupo formado por los NH
y la gran mayoria de los FTA; un segundo en el que se encontraban tanto adenomas como FTC
y un tercero en el que se encontraban los FVPTC y el resto de las muestras malignas. En
general, las biopsias tendieron a agruparse segun su categoria diagndstica, con excepcion de

los FTA que mostraron perfiles de metilacién similares tanto a tumores benignos como

malignos.
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Figura 33 [ Identificacion de patrones aberrantes de metilacion del ADN en los tumores tiroideos de
origen folicular en la cohorte de descubrimiento. (a) Grdfico de agrupamiento jerdrquico que muestra
los patrones aberrantes de metilacion del ADN de las muestras malignas (FTC y FVPTC) frente a las
benignas (FTA y NH) (32.202 sondas). (b) Grdficos de barras que indican el numero total de sitios CpG
diferencialmente metilados, separados por hiper e hipometilacion, identificados en cada una de las
comparaciones posibles en la cohorte de descubrimiento. (c) Grdfico de barras que muestra el numero
de cambios de hipermetilacion e hipometilacion particulares (puntos individuales) y superpuestos
(lineas conectadas) en las diferentes comparaciones analizadas. Se indica el numero total de dmCpG
por categoria encima de cada barra.

A continuacién, de acuerdo con los criterios establecidos en la metodologia, se
identificaron los dmCpG en las diferentes comparativas y se clasificaron segun el estado de
metilacién (Figura 33b). Como era de esperar, los carcinomas mostraron mds cambios con

respecto a los nédulos hiperplasicos, presentando mas hipometilaciones los FVPTC (4.522) y
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mas hipermetilaciones los FTC (3.687) con respecto a los NH. Por otro lado, los adenomas
mostraron pocas diferencias con respecto a los tumores malignos, pero si que se encontraron
cambios con respecto a las hiperplasias; sobre todo, sondas diferencialmente hipermetiladas
en FTA con respecto a las NH. Curiosamente, el 41 % de los sitios diferencialmente metilados
en los tumores malignos versus NH ya estan alterados en los adenomas considerados benignos

(Figura 33c).

Es importante mencionar, que en las muestras de tiroides se pueden encontrar no solo
células foliculares si no también, entre otros: glébulos blancos, musculo esquelético, vasos
sanguineos o tejido normal adyacente. Por ello, para superar las dificultades de diagndstico
asociadas con la contaminacion de células no neoplasicas, se utilizaron las muestras de
glandula tiroides del proyecto ENCODE como referencia de tejido normal. Asimismo, para
asegurar que los cambios eran exclusivos de las células tiroideas, se realizaron analisis
diferenciales de metilaciéon de tejido tiroideo contra un pool de diferentes poblaciones

celulares hematopoyéticas (HCS, LB, LTC, LTH, NK, M y N).
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Figura 34 |Metilacion global del ADN, sitios CpG diferencialmente metiladas y ubicacion en el
genoma en las muestras analizadas en la cohorte de descubrimiento mediante arrays de metilacion.
(a) Grdficos de violin que muestran los niveles globales de metilacion del ADN de los sitios CpG. El
grdfico muestra la distribucion promedio de metilacion de CpG de todas las muestras agrupadas por
sangre, nddulos benignos (tiroides normal, NH y FTA) y tumores malignos (FTC y FVPTC). Se utilizaron
un total de 781.707 sitios CpG, que fueron detectados a través de la plataforma Human Methylation
EPIC (850k). Se indica la mediana de metilacion de CpG por grupo. (b) Grdficos de barras que indican el
numero total de sitios CpG diferencialmente metilados, separados por hiper e hipometilacion,
identificados en cada una de las comparaciones frente al tejido tiroideo normal (ENCODE). (c y d)
Grdficos de barras apilados que muestran la frecuencia relativa de sitios CpG hipermetilados o
hipometilados observados en cada una de las diferentes comparaciones frente a una muestra de
tiroides normal en relacion con su contexto de CpG (c) o ubicacion de CpG (d) en el genoma. Se indica
la distribucion gendmica de fondo de la plataforma de metilacion EPIC como referencia.
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En este sentido, la metilacién global del ADN oscilé entre valores de 0,78 (FVPTC) y
0,82 (FTA y FTC), con el pool de muestras sanguineas mostrando una hipermetilacién
sustancial (0,85) (Figura 34a). Como era de esperar, la comparativa de las muestras sanguineas
frente a los epigenomas de glandulas tiroideas normales presentd el mayor nimero de
dmCpGs (207.373). Curiosamente, el numero de alteraciones epigenéticas mantuvo una
relacién estrecha con el estado diagndstico de las lesiones tiroideas, con FTC y NH mostrando
el mayor (20.175) y menor (1.741) numero de dmCpGs, respectivamente (Figura 34b). La
distribucién gendmica de las sondas diferenciales mostré una hipermetilacion significativa en
las ICG y las orillas de las ICG, particularmente en los grupos NH, FTC y FTA (p-valor < 0,001).
En contraste, la hipometilacion estaba fuertemente asociada a localizaciones de mar abierto
(del inglés, open sea CpG) y sitios intergénicos en todas las comparaciones testadas (p-valor <

0,001) (Figura 34cy d).

Para evitar posibles efectos de confusidon, nos enfocamos Unicamente en aquellas
dmCpG especificas que no se comparten, o que al menos muestran una direccionalidad
opuesta, entre las muestras de sangre y cualquiera de las comparaciones de lesiones tiroideas
mencionadas anteriormente (Figura 35a; las barras amarillas), lo que resulta en la
identificacion de 12.845 sitios dmCpG. Los analisis de cluster jerdrquico en la cohorte de
descubrimiento usando correlaciones por pares y la informaciéon de la metilacion del ADN
codificada en esos sitios altamente especificos revelaron la presencia de diferentes grupos
(Figura 35b). Asi, el andlisis de agrupamiento fue util para discriminar el diagndstico de las
lesiones tiroideas, lo que resulté en una clara diferenciacion entre muestras benignas (NH,
sangre y tiroides normal) y malignas (FTC y FVPTC). Ademas, se observd que las muestras
correspondientes al mismo subtipo de lesion tiroidea tienden a agruparse a excepcion, una
vez mas, del histotipo benigno FTA que muestra un patrdn disperso en varios grupos. Este
hecho refuerza la hipdtesis de que los adenomas no estdn completamente definidos y pueden
representar un continuo hacia estados malignos (también a nivel molecular), estando
potencialmente asociados con un prondstico benigno o maligno dependiendo de sus

caracteristicas epigenéticas intrinsecas.
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Figura 35 | Identificacion de patrones aberrantes de metilacion del ADN en el cdancer folicular de
tiroides con respecto al tejido normal. (a) Grdfico de barras que muestra el numero de cambios de
hipermetilacion e hipometilacion particulares (puntos individuales) y superpuestos (lineas conectadas)
en las diferentes comparaciones analizadas. Se indica el numero total de dmCpG por categoria encima
de cada barra. Debido al alto numero de dmCpGs identificados entre las muestras de sangre y de
tiroides, los grdficos incluyen una ruptura del eje para una mejor visualizacion. (b) Andlisis de
correlacion por pares entre las muestras incluidas en este estudio. La escala de colores indica los valores
de correlacion de Pearson para los pares de correlacion correspondientes. En la parte superior, la
leyenda de color indica la categoria de cdncer y el diagndstico de cada muestra individual.

3 Desarrollo de un sistema de clasificacion de diagndstico de
lesiones tiroideas malignas basado en biomarcadores
epigenéticos

Mediante los analisis epigenéticos anteriormente mencionados, se identificé con
precision la heterogeneidad presente en las lesiones de tiroides. Por ello, se desarrollé una
estrategia, mediante técnicas de aprendizaje automadtico, para la identificacion de
biomarcadores moleculares que permitan establecer el estado de malignidad de los ndédulos
tiroideos examinados. Para el entrenamiento inicial del modelo, se emplearon las 22 muestras
benignas de NH y las 17 malignas (FTC y FVPTC) de la cohorte de descubrimiento. Los FTA no
fueron incluidos en el desarrollo del clasificador para evitar posibles efectos de confusion. Esta

decisidon se tomé en base a los resultados obtenidos en el analisis de metilacién diferencial, ya
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gue se observod que los adenomas podian agruparse en varios grupos y, en particular, junto
con los carcinomas.

Se utilizaron las 12.845 dmCpGs obtenidas a partir del filtrado restrictivo del estudio
de metilacién del ADN (Figura 35a) para construir un modelo robusto de clasificacion Random
Forest para tratar de discriminar de forma correcta entre las lesiones tiroideas benignas y las
malignas. Asimismo, los graficos de importancia de variables (disminucién media de precisién
o0 mean decrease accuracy; y disminucién media del coeficiente de Gini o mean decrease Gini)
son un resultado fundamental del algoritmo de Random Forest y muestran, para cada variable,
qué tan importante son individualmente para clasificar los datos. La disminucién media del
coeficiente de Gini es una medida que hace referencia a cdmo cada variable contribuye a la
homogeneidad de los nodos y las hojas en el bosque resultante. Cuanto mayor sea la
puntuacion, mayor sera la importancia de la variable en el modelo.

De este modo, como se comenté en el apartado 8 de Material y Métodos, se crearon
de forma iterativa 100 modelos Random Forest y para cada uno de ellos se anoté la cantidad

de veces que un sitio CpG se identific6 como una de las 10 variables mas informativas (Figura

36a).
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Figura 36 | Generacion del modelo de clasificacion de lesiones tiroideas mediante 12845 dmCpG
utilizando el algoritmo Random Forest. a) Grdfico de barras que muestra los sitios CpG mds
informativos para discriminar entre los nédulos benignos y los malignos. Los valores indican el numero
de veces que un sitio CpG se identifico como una de las 10 variables mds informativas utilizando un
enfoque iterativo de seleccion aleatoria de bosques (100 semillas diferentes, 5000 drboles cada una).
b) Diagrama de lineas que ilustra el numero optimo de variables (CpoG) requeridas para el desarrollo de
un modelo preciso por medio de un enfoque recursivo de eliminacion de caracteristicas. La precision
alcanza su nivel mdximo cuando se retienen 3 caracteristicas en el modelo. c) Histograma que
representa la importancia relativa (Gini de disminucion media) de los tres sitios CpG incluidos en el
modelo final.

A continuacién, utilizando la técnica de validacion cruzada de K iteraciones se

evaluaron los resultados obtenidos anteriormente. Esta técnica permitié distinguir, de entre
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o

Cohorte de descubrimiento
(E-MTAB-109086)

las CpG mas informativas con cuantas se adquiere la mayor precision. Ademas, la herramienta

proporciond la combinacidn minima de sondas a utilizar para clasificar las muestras entre

benigno y maligno (Figura 36b). De esta forma se seleccionaron las dmCpG mds informativas

y robustas, y se obtuvo un sistema de clasificacién minimo constituido por tres sondas CpG:

cgl7154646, cg21915100 y cg10189462 (Figura 36¢). Estos sitios CpG se situan en las

proximidades de los genes MBNL2, NPC2 y GPCPD1, respectivamente (Tabla 6).

Individualmente, utilizando cualquiera de los sitios de CpG, se observé una

discriminacion significativa de muestras benignas contra malignas en el conjunto de

descubrimiento (Figura 37a). Cuando estas tres sondas se implementaron conjuntamente en

el clasificador Random Forest utilizando un enfoque de validacion cruzada, se obtuvo una

precision del 95 %, con una especificidad del 90 % (20 de 22 muestras benignas) y una

sensibilidad del 100 % (17 de 17 muestras malignas) en el conjunto de descubrimiento.

Asimismo, los valores VPN y VPP fueron considerablemente altos (1 y 0,89, respectivamente)

(Figura 37b; Anexo 1: Tabla S3).
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Figura 37 | Clasificador epigenético de tres CpG discrimina entre nddulos tiroideos benignos y
malignos en la cohorte de descubrimiento. (a) Diagramas de cajas que indican el valor de metilacidn
del ADN de los tres sitios CpG en los diferentes histotipos (los puntos representan muestras
individuales). (b) Grafico de radar que ilustra el rendimiento del modelo de tres CpG propuesto en el
contexto de la cohorte de descubrimiento. La significacion estadistica entre las condiciones se calculd
mediante una prueba no paramétrica (test de Wilcoxon; * p-valor < 0,05, ** p-valor < 0,01, *** p-valor

<0,001).

4 Rendimiento del sistema de clasificacion de diagndstico
lesiones tiroideas malignas mediante bases de datos externas

de

Paralelamente, ademds de evaluar el desempefio en la cohorte de descubrimiento,

este sistema de clasificacién minima fue validado mediante diferentes enfoques.
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Inicialmente, se recopilaron datos de un estudio recientemente publicado por Park y
colaboradores en 2020 [159]. En él se centraron en la identificacion de biomarcadores de
diagndstico del cancer de tiroides, entrenando su modelo con sondas procedentes de la
misma plataforma de metilacién de ADN (GSE121377) que se emplea en el presente trabajo.
La cohorte se compone de 13 nddulos identificados como benignos (tejido tiroideo no tumoral

n=7;yNIFTP, n=6)y 21 carcinomas de tiroides (CPTC, n = 11; IEFVPTC, n =3; y TPTC, n = 7).
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Figura 38 | Clasificador epigenético de tres CpG (cg17154646, cg21915100 y cg10189462) que
discriminan entre nédulos tiroideos benignos y malignos en la cohorte de validacion GSE121377. (a)
Diagramas de cajas que indican el valor de metilacion del ADN de los tres sitios CpG en los diferentes
histotipos (los puntos representan muestras individuales). (b) Grdfico de radar que ilustra el
rendimiento del modelo de tres CpG propuesto en el contexto de la cohorte de validacion GSE121377
tras retirar los tumores NIFTP. La significacion estadistica entre las condiciones se calculé mediante una
prueba no paramétrica (test de Wilcoxon; * p-valor < 0,05, ** p-valor < 0,01, *** p-valor < 0,001).

Analizando la metilacién de las tres sondas identificadas por nuestro modelo para
discernir benignidad de malignidad, se encontraron diferencias significativas entre los niveles
del tejido no tumoral y los en carcinomas, sobre todo en la sonda que hace referencia al gen
NPC2 (Figura 38a; Anexo 1: Tabla S4). Curiosamente, la combinacion de nuestros 3
biomarcadores con el modelo Random Forest clasificd sistematicamente a los NIFTP como
lesiones malignas. Al investigar las 3 CpGs se puede ver que, al igual que los carcinomas, existe
una reduccion significativa en los niveles de metilacidon con respecto al tejido no tumoral del
estudio de Park y colaboradores (Anexo 2: Figura S2). Los NIFTP estan clasificados como
tumores de potencial maligno incierto segun la cuarta versiéon de la OMS (Anexo 1: Tabla S1)
[98]. A pesar de su buen prondstico y de estar encapsulados, los resultados parecen sugerir
gue su contenido molecular puede asemejarse mas a las caracteristicas epigenéticas de las
células malignas. Por ello, al retirar estos tumores de potencial maligno incierto de la cohorte

de validacidn, nuestro sistema de clasificacion mostré un gran rendimiento, siendo capaz de
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discriminar entre los nédulos no tumorales y los carcinomas con una precisién de 96 %, una

sensibilidad de 95 % y una especificidad de 100 % (Figura 38b).

Cohorte de descubrimiento
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Figura 39 | Generacién del modelo de clasificacion de lesiones tiroideas mediante las sondas
€g10705422, cg17707274 y cg26849382 utilizando el algoritmo Random Forest. Se desarrollo un
clasificador basado en aprendizaje automdtico usando esos tres sitios CpG y se aplico en las diferentes
cohortes de descubrimiento y validacion. (a) Diagramas de caja que ilustra los valores de metilacion
del ADN de estos tres sitios CpG en el contexto de las muestras del estudio GSE121377 (conjunto de
datos de entrenamiento, excluyendo NIFTP). (b) Grdfico de radar que ilustran el rendimiento del modelo
de tres CpG obtenido de GSE121377 en el contexto del conjunto de datos de ese mismo trabajo (c)
Diagrama de cajas que muestra los valores de metilacion del ADN de estos tres sitios CpG de Park y
colaboradores utilizando las lesiones foliculares de la cohorte de descubrimiento. (d) Grdfico de radar
que ilustran el rendimiento del modelo de tres CpG obtenido de GSE121377 en el contexto del conjunto
de la cohorte de descubrimiento de esta tesis. La significacion estadistica entre las condiciones se
calculé mediante una prueba no paramétrica (test de Wilcoxon; * p-valor < 0,05, ** p-valor < 0,01, ***
p-valor < 0,001).

Ademas, para evaluar la capacidad de discriminacion del sistema de clasificacion
propuesto en la literatura por Park y colaboradores [159], realizamos un analisis andlogo
utilizando las alteraciones epigenéticas descritas en este trabajo tanto en su grupo de
muestras como en nuestra cohorte de descubrimiento. Para la discriminacion del estado de
malignidad, se entrend un modelo Random Forest utilizando la informacién obtenida de los

tres marcadores de metilacién del ADN (cg10705422, cg17707274, cg26849382), candidatos
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descritos a partir de las muestras de la base de datos GSE121377 [159]. Como era de esperar,
se logré una discriminacion significativa de las lesiones tiroideas benignas contra malignas de
forma independiente con cualquiera de sus 3 sitios CpG en el conjunto de la cohorte de Park
y colaboradores (Figura 39a). En ausencia del subtipo NIFTP, la implementacién de estos 3
CpG de forma conjunta arrojé una precisién de clasificacion, sensibilidad y especificidad del
86 %, respectivamente en los tres estadisticos mencionados (Figura 39b).

Curiosamente, cuando se evaluaron las muestras de nuestra cohorte de
descubrimiento no se detectaron diferencias significativas entre el tejido no tumoral y el resto
nodulos, salvo a excepcidn de la cg10705422 con los FVPTC (con un rango intercuartilico muy
amplio) (Figura 39c). Asimismo, cabe destacar que cuando se implementd este modelo de tres
CpG de Park y colaboradores para clasificar las muestras de nuestra cohorte de
descubrimiento, se observd una dramdtica reduccién del rendimiento con respecto al
anteriormente mostrado con los nédulos con arquitectura papilar. Al discriminar el estado de
malignidad de las lesiones de tipo folicular solo se pudo alcanzar una precisiéon de 51 %, una

sensibilidad de 29 % y una especificidad de 68 % (Figura 39d).

5 Traslacion del sistema de clasificacion de diagnodstico de lesiones
tiroideas malignas a un modelo desarrollado mediante
pirosecuenciacion con bisulfito

Para demostrar la aplicabilidad del sistema de clasificacién en otras condiciones
experimentales mas rentables que permitieran una posible traslacion a la practica clinica, se
validaron los resultados obtenidos con las 3 sondas CpG (cg17154646, cg21915100 y
cgl10189462) identificadas en la cohorte de descubrimiento utilizando los analisis de
pirosecuenciacion clasicos.

Se pudo observar una correlacion fuerte y significativa entre los niveles de metilacion
del ADN obtenidos de los arrays de metilacion con los resultados de la técnica de
pirosecuenciacién con bisulfito (coeficiente de correlacidon promedio = 0,98, p-valor < 0,001)
(Anexo 1: Tabla S5; Anexo 2: Figura S3). Lo que indica que el estado de metilacion de estas
muestras también puede abordado por un enfoque experimental menos costoso y mas
rapido.

Para validar la aplicacién del clasificador de tres CpG en este escenario, se analizo el

estado de metilacion de los nddulos de la cohorte de descubrimiento y se pudo observar que
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la hipometilacidon significativa en las muestras malignas se mantenia en todas las sondas
estudiadas (Figura 40a). Asimismo, se reconstruyé el modelo Random Forest en nuestro
conjunto de datos de descubrimiento, pero utilizando los valores de metilaciéon del ADN
obtenidos tras la pirosecuenciacidn con bisulfito. La validacion cruzada de este modelo arrojo
una precision de clasificacién (90 %), sensibilidad (94 %) y especificidad (86 %) similares a los

anteriormente obtenidos con la cohorte de descubrimiento (Figura 40b).
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Figura 40 | Validacion del clasificador epigenético de tres CpG (cg17154646, cg21915100 y
cg10189462) mediante la técnica de pirosecuenciacion con bisulfito. Panel de la izquierda: (a-c)
Diagramas de caja que indican el valor de metilacion del ADN de tres sitios CpG en diferentes conjuntos
de muestras y categorias de cdncer de tiroides con el modelo Random Forest entrenado con los valores
de metilacion mediante la técnica de pirosecuenciacion con bisulfito en la cohorte de descubrimiento
(a) y el conjunto de datos de validacion adicional (c). Panel de la derecha: (b-d) Grdficos de radar que
ilustran el rendimiento del modelo de tres CpG obtenido en el contexto del conjunto de datos de
descubrimiento (b) y el conjunto de datos de validacion adicional (d). La significacion estadistica entre
las condiciones se calculé mediante una prueba no paramétrica (test de Wilcoxon; * p-valor < 0,05, **
p-valor < 0,01, *** p-valor < 0,001).

Viendo que el modelo se mantenia robusto en estas condiciones se procedié a ampliar
la cohorte de muestras para corroborar estas observaciones. Se realizé una ultima ronda de
validacién de nuestro clasificador minimo de CpG mediante ensayos de pirosecuenciacion de
ADN modificado utilizando una cohorte independiente de 82 muestras (48 NH, 12 FTCy 22
FVPTC) (Anexo 1: Tabla S6). Una vez mas, independientemente de las tres sondas testadas,
los carcinomas presentaron niveles de metilacion significativamente menores que los NH

(Figura 40c). Para esta nueva cohorte se determind el estado de malignidad con el modelo
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Random Forest y el clasificador alcanzé una precision del 91 %, con una especificidad del 88 %
(42 de 48 muestras benignas) y una sensibilidad del 94 % (31 de 33 muestras malignas) (Figura
40d).

Los resultados confirman el poder de discriminacién de nuestro sistema minimo de
clasificacién epigenética, superando a los sistemas de clasificacién basados en biomarcadores
de metilacion anteriores y haciendo viable el uso de nuestro clasificador minimo de tres CpG

a otras técnicas mads rentables como la pirosecuenciacién con bisulfito.

6 Puntuaciones de malignidad en los nédulos tiroideos segun el
sistema minimo de clasificacidon epigenético

Una vez desarrollado el modelo mediante el algoritmo Random Forest y validado el
rendimiento del clasificador epigenético utilizando una técnica mas rentable basada en
pirosecuenciacién con bisulfito, se procedioé a predecir el comportamiento de las muestras de
las diferentes cohortes investigadas en funcidn de la metilacion de las tres CpG del clasificador
(cg17154646, cg21915100 y cg10189462).

Inicialmente, para tratar de ajustar el rendimiento del clasificador desarrollado y evitar
que las muestras malignas se diagnosticaran erréneamente, se calcularon las puntuaciones de
malignidad (MS) para cada muestra analizada tal como se detalla en la seccion 8 de Material
y Métodos con la Ecuacidn 1. En el conjunto de datos de descubrimiento, empleando los
valores de metilacidn de los arrays 850k, la mayoria de las muestras de NH que originalmente
se clasificaron como tejido benigno mostraron MS por debajo de 0,3 (19/22; media 0,09)
(Figura 41a; Anexo 2: Figura S4). Por ello, se establecié este valor como punto de corte para
separar las muestras benignas de las malignas en todas las interpretaciones que a
continuacion se detallan.

La mayoria de las muestras malignas mostraron MS por encima del punto de corte
establecido (FTC y FVPTC; MS promedio de 0,87 y 0,85, respectivamente) (Figura 41a; Anexo
1: Tabla S3 y Anexo 2: Figura S4). Unicamente un FVPTC de la cohorte de descubrimiento
presentd valores inferiores (0,19) y, por lo tanto, se clasificd incorrectamente como benigno.
Ademads, también se otorgaron puntuaciones a las muestras de la cohorte de Park y
colaboradores (Anexo 1: Tabla S4) [159]. En este caso, todas las biopsias correspondientes a
tejido no tumoral fueron clasificadas correctamente con valores MS inferiores 0,003.

Unicamente una de las muestras malignas, diagnosticado como TPTC, fue clasificada como
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benigna con un valor MS de 0,28; mientras que el resto de los tumores presentaron
puntuaciones superiores a 0,45. Como ya se menciond el clasificador designé a los NIFTP de
este grupo de muestras como malignos, y cuando se les otorgé una puntuaciéon MS obtuvieron
valores comprendidos entre 0,65 y 1 (Anexo 1: Tabla S4).

Curiosamente, ya fuera en el contexto de los arrays a nivel de todo el genoma o los
experimentos de pirosecuenciacién, cuando se analizaron los FTA de la cohorte de
descubrimiento a nivel de los tres sitios CpG no se observaron diferencias significativas con
respecto a los NH (Anexo 1: Tabla S3 y Tabla S6; Anexo 2: Figura S5a y b). Las biopsias
correspondientes a los FTA se dispersaron a lo largo de un amplio rango de valores MS en la
cohorte de descubrimiento (0 y 0,76) (Figura 41), resultados que concuerdan con las
dispersiones anteriormente reportadas en el nivel del epigenoma o en el nivel de CpG Unica.
Es decir, los perfiles de metilacién de las muestras de FTA parecen representar un continuo
entre estados tumorales benigno y maligno. De hecho, la inclusion de estos casos de FTA (n =
15) en el desarrollo del clasificador de Random Forest resultd en una disminucion del
rendimiento del modelo debido a una clasificacidon incorrecta de algunas muestras como
nddulos malignos. Este resultado indica que al menos el 53,3 % de las muestras de FTA (8 de
15) pueden clasificarse como benignos si tomamos como punto de corte el MS mas alto de los
NH. Siendo conservadores, con un MS por debajo de 0,05, el 40 % se diagnosticarian con
precision como casos verdaderamente benignos. Estos resultados sugieren que un nimero
significativo de pacientes con FTA no presentan caracteristicas malignas a nivel molecular y
pueden beneficiarse de la utilizacion del clasificador y podrian evaluar cirugias innecesarias.

Para verificar estas observaciones en una cohorte independiente, validamos estos
datos utilizando muestras benignas (FTA, n =22; y NH, n =48) y malignas (FTCn=11; y FVPTC
n = 22) adicionales mediante ensayos de pirosecuenciacion con bisulfito (Anexo 1: Tabla S6).
De nuevo, la mayoria de los nédulos hiperpldsicos mostraron MS por debajo de 0,3 (42/48;
promedio 0,12), mientras que la mayoria de las muestras de FTC y FVPTC obtuvieron valores
mas altos que este limite (promedios de 0,67 y 0,87, respectivamente) (Figura 41b). En este
caso, con un punto de corte de 0,3, solo un FTC fue clasificado como benigno (falso negativo)
con una puntuacion limite de 0,29. Por otro lado, no se observaron diferencias significativas
entre las muestras de NH y FTA en los tres CpG analizados (Anexo 2: Figura S5c). Asimismo,
en los nddulos benignos, las puntuaciones de FTA fueron muy heterogéneas, con valores

comprendidos entre 0 y 1. Como se puede observar (Figura 41c), con un punto de corte 0,3,
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de un total de 70 muestras benignas al menos el 81 % de ellas (42 NH y 15 FTA) fueron
correctamente diagnosticadas con nuestras tres CpG clasificador. Un tercio de las muestras
FTA mostraron caracteristicas malignas claras, lo que indica que la clasificacion basada en el
aprendizaje automatico podria ayudar a priorizar las intervenciones quirdrgicas v,
particularmente, en aquellos casos asociados con lesiones tiroideas citolégicamente

indeterminadas.
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Figura 41 | Puntuaciones de malignidad inferidas para cada nédulo tiroideo a través del clasificador
desarrollado con 3 CpG. (a) Diagrama de puntos que muestra las puntuaciones MS de las muestras
utilizadas en el conjunto de datos de entrenamiento. Se indica el tipo de cdncer y la prediccion
diagndstica (benigno, BN o maligno, M) de cada muestra utilizando el clasificador de bosque aleatorio
de tres CpG. (b) Diagrama de caja que indica las puntuaciones MS inferidas para cada muestra
utilizadas en el conjunto de datos de validacion. (c) Grdficos circulares que muestran el numero de
muestras clasificadas como malignas o benignas en los diferentes subgrupos de nddulos tiroideos del
conjunto de datos de validacion.

Asimismo, habiendo probado su eficacia en lesiones tumorales no foliculares con los
arrays de metilacién, se comprobd también su rendimiento en una cohorte independiente de

PTC (n =15) y un pequefio grupo de tumores oncociticos (HTC, n = 1; y HTA, n = 6) (Anexo 1:
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Tabla S6). Los resultados indicaron que sistema de clasificacion también es consistente en esta
cohorte independiente. Como era de esperar, las muestras PTC mostraron valores MS
elevados, a excepcion de uno. Curiosamente, tras la reevaluacion clinica del paciente presenté
en el mismo Iébulo un NH, sin embargo, al no poseer muestra de los dos tumores no podemos

descartar un posible cruce de muestras.
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Figura 42 | Puntuaciones de malignidad inferidas para la cohorte de validacion de tumores papilares
y oncociticos a traveés del clasificador desarrollado con 3 CpG. Grdfico de barras que indica los MS una
cohorte adicional de muestras de PTC (CPTC y microcarcinoma), HTA y HTC. El punto de cohorte entre
benignidad y malignidad (linea roja) se fijé en 0,3 en todas las grdficas y cohortes analizadas.

Por otro lado, los biobancos reportaron la presencia de células oncociticas en algunos
de los tumores de la cohorte de entrenamiento, por lo que el clasificador también podria
distinguir el diagnostico de este tipo de muestras. Para comprobar su utilidad en este tipo de
tumores se evalud una cohorte de 7 biopsias con una cantidad de células oncociticas superior
al 75 %. La mayoria de los nédulos diagnosticados histoldgicamente como HTA tras la
operacion (5 de 6), mostraron valores MS relacionados con un comportamiento mas indolente
(Figura 42). Mientras que el HTC mostré una clara tendencia maligna, lo que sugiere que este
sistema de clasificacién epigenética puede ser valido para otros subtipos de cancer de tiroides.
Sin embargo, aunque los resultados son prometedores, la cohorte de tumores oncociticos es
reducida y seria necesario ampliar el tamafio muestral en futuros estudios.

Considerando un rango de prevalencia de cancer de 20-40 %, una especificidad del 80
% y sensibilidad del 90 % se considera como una prueba robusta [198]. Con una prevalencia
del 39 % en la cohorte de validacion el clasificador descrito podria describirse como tal, ya que
la inclusidn de todas las muestras analizadas en la cohorte de validacién tanto benignas (NH,
FTA y HCA) como malignas (FTC, FVPTC, PTC y HCC) en funcién de las puntuaciones MS

obtenidas y un punto de cohorte de 0,03, dieron como resultado general: una sensibilidad del
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96 % (IC 95 %: 90-100 %), una especificidad del 82 % (IC 95 %: 73-90 %) y unos VPP y VPN del
77 % (IC 95 %: 66-88 %) y del 97 % (IC 95 %: 93-100 %), respectivamente.

7 Validacion del sistema de clasificacion epigenética en punciones
de nddulos tiroideos

El material genético de las PAAF se puede obtener a partir de punciones frescas,
mediante el lavado final de la aguja con suero salino o a través de un pinchazo extra que el
paciente voluntariamente accede a proporcionar (sin que se comprometa su diagndstico).
Ademas, en la bibliografia existe evidencia de que es posible extraer material de la extensién
citolégica de archivo del aspirado tras ser tefiida y analizada por los anatomopatdlogos [204,
247]. Por ello, antes de probar la capacidad de clasificacién del sistema de diagndstico
desarrollado, se comprobd que tipo de muestra de partida era la mds idénea para ser tratada
y sometida a los ensayos de pirosecuenciacién con bisulfito. Para ello se partié de PAAF (ya
fuera uno extra o el lavado de la aguja) (n = 24), citologias de archivo (n = 5) o punciones
frescas junto con su frotis (n = 23), y se realizé la extraccion de ADN mediante el método
convencional CIA. Posteriormente, se comprobd el rendimiento de la extracciéon (Anexo 2:
Figura S6) y se observé que el material genético obtenido directamente a partir de los
aspirados era el mdas adecuado para realizar las validaciones subsecuentes, ya que presentd
menos contaminaciones. Dados los resultados se decidié hacer la validacion del clasificador
directamente del material obtenido de las PAAF.

Finalmente, probamos la capacidad de diagndstico del sistema de clasificacién Random
Forest en un panel de muestras de PAAF sometidas a ensayos de pirosecuenciacién del ADN.
El analisis se realizd en una cohorte adicional de 33 PAAF, en la que se analizaron los niveles
de metilacién de las 3 CpG que componen el clasificador (Anexo 1: Tabla S7). Las muestras se
agruparon segun el riesgo de malignidad reportado por la clasificacion TBSRTC: Benigno o
Bethesda Il, Indeterminado o Bethesda Ill/IV y Maligno o Bethesda V/IV (Tabla 3).

Cuando se investigaron las diferencias de metilacién para cada CpG entre los distintos
grupos Bethesda, solo se observd un descenso significativo en la que correspondia al gen NCP2
en las categorias Indeterminado y Maligno (Anexo 2: Figura S7). Para la determinacién de
benignidad o malignidad se estableci6 el valor MS de 0,3 como punto de corte tal como se
comentd en el apartado anterior (Figura 43a). Asi, las predicciones obtenidas con las tres CpG

del modelo clasificaron correctamente el 75 % de las muestras que normalmente son
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derivadas a cirugia (3 de 4; incluidos Bethesda V y VI) y del 80 % de los casos citolégicos que

se concluyeron como benignos (16 de 20 Bethesda Il) tras el analisis citopatolégico (Figura
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Figura 43 | Puntuaciones de malignidad inferidas para cada PAAF a través del clasificador
desarrollado con 3 CpG. (a) Diagrama de puntos que muestra las puntuaciones de malignidad (MS) del
cdncer inferidas de las muestras utilizadas en el conjunto de datos de PAAF. Se indica el tipo de cdncer
y la prediccion diagndstica (BN benigno o M maligno) de cada muestra utilizando el clasificador
Random Forest de tres CpG. (b) Grdficos circulares que muestran el numero de muestras clasificadas
como malignas o benignas en las PAAF agrupadas segun el riesgo de malignidad de la clasificacion
TBSRTC (Benigno o Bethesda Il, Indetermindado o Bethesda Ill/1V, Maligno V/VI)

En el grupo de PAAF indeterminadas (AUS/FLUS y FN/FSN), 5 muestras se clasificaron
como malignas y 4 como benignas (Figura 43b). Los nédulos que se derivaron a cirugia fueron
evaluados y diagnosticados por anatomopatélogos especializados (Anexo 1: Tabla S7). De tal
manera que los nddulos con MS asociados a tumores malignos se clasificaron como 2 PTC
(microcarcinoma y clasico), 2 FVPTCy 1 FTA, mientras que los benignos se confirmaron como
tales.

En la Figura 44 (a-e) se pueden observar algunos ejemplos de las PAAF analizadas y la
relacion entre el diagndstico citoldgico y la puntuacién de malignidad obtenida con el
clasificador. Cabe destacar la PAAF-205, que inicialmente de diagnosticé como indeterminada

segun los criterios de TBSRTC. Mientras que se predijo como benigna con nuestro clasificador,
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presentando un MS de 0,18 (Figura 44c). Tras el tiempo recomendado por las guias oficiales,

al paciente se le realizo una segunda PAAF, presentando en este caso un diagndstico benigno
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Figura 44 | Ejemplos del rendimiento del clasificador en la cohorte de PAAF analizada. (a-f) Grdficos de barras
que muestran el porcentaje de metilacion para cada CpG, en seis ejemplificaciones de PAAF de pacientes. La
puntuacion de malignidad asignada por el clasificador se indica como MS debajo de cada imagen. Asimismo, se
muestra el diagndstico inicial (benigno (azul, BN), indeterminado (amarillo) y maligno (rojo, M)) como el predicho
por el clasificador (benigno (azul, BN) y maligno (rojo, M)). (a 'y b) PAAF-084 y PAAF-111, respectivamente: fondo
hemdtico que muestra buena representacion de células foliculares redondeadas sin atipia con distribucion macro
y microfolicular. Bethesda Il. (c) PAAF-205: fondo hemdtico coloide acompafiado de macrdfagos y cumulos de
células predominantemente microfoliculares. Sin atipia. Dado que se observaron macrofoliculos aislados, se opto
por Bethesda Ill. (d) PAAF-193: fondo hemdtico con abundante celularidad celularidad epitelial, de aspecto
folicular con morfologia papilar, en la que se observan ejes fibrovasculares. Atipia celular por: pérdida de la
relacion nucleo-citoplasma, hipercromasia, irregularidad nuclear, frecuentes hendiduras nucleares y ocasionales
pseudoinclusiones. Bethesda VI. (e-f) Mismo paciente en distintas tomas de muestra. (e) PAAF-063: fondo
hemdtico que presenta ligera hipercelularidad constituida por células foliculares organizadas mayoritariamente
en macrofoliculos, aunque también se observaban algunos microfoliculos. Atipia debido a cariomegalia y
superposicion ocasional. Compatible con Bethesda lll. (f) PAAF-071: fondo hemdtico con celularidad aumentada;
Células foliculares con atipia (cariomegalia, irregularidad nuclear, superposicion y hendiduras ocasionales).
Bethesda V. La significacion estadistica entre las condiciones se calculd mediante una prueba no paramétrica
(test de Wilcoxon; * p-valor < 0,05, ** p-valor < 0,01, *** p-valor < 0,001).

112



RESULTADOS

Curiosamente, dos de las muestras incluidas en esta cohorte pertenecian al mismo
paciente. Inicialmente, en nédulo tiroideo sospechoso presenté un Bethesda Ill al realizar la
puncidn. Debido a al diagndstico indeterminado y ante la sospecha clinica de malignidad, se
realizd una segunda PAAF (Figura 44e y f), con una separacién de 19 dias entre toma de
muestra. En este momento cuando la citologia fue analizada por el profesional sanitario el
diagndstico concluyé que era un Bethesda VI, y por lo tanto fue remitido a cirugia. Cuando se
analizaron estas muestras con el clasificador, la primera PAAF indeterminada presentd un MS
de 0,42 (calificada como maligna), mientras que la segunda ya reportada con una sospecha de
malignidad alta, mostré un MS de 0,93. Finalmente, el paciente fue derivado a cirugia y tras el
postoperatorio el tumor fue finalmente categorizado como un FVPTC. Estos resultados
destacan la utilidad de nuestro sistema de clasificacion en muestras PAAF en la toma de
decisiones en la practica clinica, ya que proporciona puntuaciones de malignidad que estan

altamente correlacionadas con el grado y la agresividad de un nédulo determinado.
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1 Las limitaciones de la puncidn por aspiracion con aguja fina en el
diagnostico preoperatorio de los nodulos tiroideos ponen de
manifiesto la necesidad de nuevos biomarcadores

Los nddulos tiroideos se encuentran entre las enfermedades mds comunes del sistema
endocrino [81]. Aunque la mayoria son benignos, un 5-15% de los nddulos pueden ser
carcinomas en funcién de la edad, el sexo, los antecedentes de exposicién a la radiacion, los
antecedentes familiares y otros factores [248, 249]. La incidencia del cancer de tiroides en
Espafia haido en aumento en los Ultimos 25 afios, pasando de 3,42 casos en 1997, a 9,40 casos
en 2015y a 12 casos en 2022 por cada 100.000 habitantes [84, 88]. Sin embargo, son tumores
que en general tienen un buen prondstico, con tasas de supervivencia cercanas al 100 % [89].
A pesar de ello, la gran prevalencia de la enfermedad hace necesaria un triaje exhaustivo de

los nédulos.

La Puncidn por Aspiracién con Aguja Fina es una técnica precisa ampliamente utilizada
y reconocida como proceder de caracter orientador y diagndstico en los nddulos tiroideos. Sin
embargo, el 25-30 % de todas las punciones de tiroides no dan un diagndstico citoldgico
definitivo siendo designadas como indeterminadas [182]. Principalmente, esta limitacién es
resultado de la incapacidad que tienen las PAAF para distinguir entre los distintos subtipos de
neoplasias foliculares [184, 185]. Las caracteristicas citoldgicas frecuentemente se
superponen, no siendo posible establecer la malignidad del néddulo evaluando la presencia de
invasion vascular o capsular. Ante la posibilidad de malignidad, el diagnédstico final debe
confirmarse mediante técnicas diagndsticas mas invasivas y los pacientes suelen ser derivados
a cirugia [178, 181, 186]. Tras la operacion, solo alrededor del 25 % de las lesiones resultan
malignas [182] por lo que el riesgo de cancer no es lo suficientemente alto como para
respaldar definitivamente la cirugia. Este hecho da lugar a tiroidectomias innecesarias, que

generan complicaciones que acompafian a los pacientes de por vida [191, 192].

Por lo tanto, existe una urgente necesidad de desarrollar métodos efectivos para la
deteccion de PAAF indeterminadas. En consecuencia, el descubrimiento de nuevos
biomarcadores podria ayudar en la toma de decisiones del médico tratante para manejar con
mayor certeza los nddulos tiroideos. El disefio experimental para alcanzar este objetivo
general se ha basado en dos estrategias: por un lado, el andlisis de las alteraciones moleculares

y, por otro, la caracterizacién de los perfiles de metilacién de neoplasias foliculares que con
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mayor frecuencia son categorizadas incorrectamente tras la realizacion de la PAAF. Derivado
de esta ultima aproximacidn, surge la identificacion de alteraciones de metilacidn especificas,
susceptibles de ser utilizadas como biomarcadores. A continuacién, se discutiran los distintos

aspectos abordados en este trabajo.

1.1 Analisis el perfil mutacional de las lesiones nodulares originadas a
partir de células foliculares

La reciente disponibilidad de tecnologias de secuenciacién del genoma ha permitido
un progreso significativo en la comprensién de los mecanismos moleculares que subyacen al
cancer de tiroides [189]. En general, los carcinomas diferenciados son genéticamente simples,
con una carga de mutaciones somaticas relativamente baja [38, 250]. El Atlas del Genoma del
Cancer identificd las mutaciones y otras alteraciones genéticas mas frecuentes en el PTC, y de
esta manera se cubrié mas del 90 % de los canceres de tiroides, lo que lo convierte en uno de
los canceres humanos mejor caracterizados desde un punto de vista genético [119]. Sin
embargo, aunque esto sea asi existe un sesgo hacia un Unico histotipo y sus variantes. Por ello,
multiples trabajos han tratado de rellenar los huecos y sentar las bases de las alteraciones mas

frecuentes que ocurren en el resto de subtipos tumorales de tiroides [125, 126, 140, 251, 252].

Las alteraciones en los genes implicados en las vias de sefalizacién MAPK y PI3K-AKT
son frecuentes en los tumores tiroideos y, como cabria esperar, también se pueden observar
en nuestras cohortes analizadas. Los datos de secuenciacién muestran alteraciones en NRAS
y HRAS en al menos el 30 % (27 % en la cohorte de validacién) y 10 % de los que los FTC,
respectivamente. Nuestros resultados estan en concordancia con trabajos publicados
previamente en los que NRAS se puede encontrar en el 18-50 % de este subtipo tumoral,
mientras que HRAS entre el 7-10 % [125, 126, 251]. Ademads, también se observaron en la
cohorte de descubrimiento mutaciones en NRAS, HRAS en el 14 y 28 % de los FVPTC,
respectivamente (13 % de mutaciones en ambos genes en la cohorte de validacién), lo que
confirma que tiene un perfil gendmico similar a FTC como se informd anteriormente [125,
253]. Los FVPTC presentan mutaciones en H/K/NRAS en el 30-48 % [119, 125], pero también
son muy frecuentes las alteraciones en BRAF. Normalmente, los valores esperados para esta
mutacion estan comprendidos entre el 5-25 % [119, 125], mientras que en nuestras cohortes

se puede observar una prevalencia del 38 % (11 de 29 FVPTCs).
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Los primeros trabajos relacionados con la evaluacién molecular se centraron en el
analisis de BRAFV600F [254], Si bien el estado mutacional de este gen se puede considerar como
un marcador de prondstico relativamente sensible para los PTC, no se puede usar de forma
aislada para este propdsito en tumores tiroideos [189, 254]. La ausencia de mutaciones en
BRAF no es suficiente para descartar la malignidad de los tumores y, por ello, la sensibilidad
de las pruebas moleculares mejord al introducir los paneles de genes. El primer panel
aportado por Nikiforov y colaboradores en 2011 (ThyroSeq® v0), fue una prueba molecular de
7 alteraciones compuesta tanto por mutaciones como fusiones de genes (BRAF, HRAS, KRAS,
NRAS, PAX8/PPARy, RET/PTC1 y RET/PTC3). Sin embargo, la sensibilidad era baja, situada
entre el 57 % y el 63 % en PAAF (AUS/FLUS y FN/FSN) [202, 255]. Posteriormente, el
advenimiento de la tecnologia de secuenciacién de nueva generacién promovié la expansion
de los paneles de genotipado para PAAFs de tiroides. Las sucesivas versiones de ThyroSeq®
analizan un nimero cada vez mayor de alteraciones genéticas, con una mayor sensibilidad (94

% en su ultima versién (v3)) [205].

La presencia de mutaciones comunes entre formas benignas y malignas [125, 126, 251]
y la falta de variantes genéticas comunes en una proporcion considerable de carcinomas de
tiroides [256, 257] conducen a una pérdida significativa de sensibilidad en estos métodos. Un
ejemplo, son las mutaciones ocurrentes en RAS. Como ocurre con BRAF, esta mutacién por si
sola tiene baja sensibilidad y especificidad, y para tener un impacto clinico las alteraciones en
este gen en las neoplasias tiroideas no deben considerarse de forma aislada, sino en conjunto
con otras anomalias genéticas en un contexto mas general [256]. Asimismo, la deteccién de
mutaciones RAS esta relacionada con la arquitectura folicular y son detectables en todas las
etapas de la tumorigénesis tiroidea, encontrandose en los adenomas, los carcinomas
foliculares diferenciados y los carcinomas indiferenciados [98, 113, 117]. Parece que se
requieren alteraciones genéticas adicionales para transformar las células tiroideas, pero la
mutacion RAS sola con expresion fisioldgica, no puede [258]. Nuestra cohorte no es una
excepcion y se pueden encontrar mutaciones en todos los subtipos analizados, tanto benignos
como malignos. Cabe destacar, aunque en diferentes proporciones, ambos grupos de
muestras benignas (FTA y NH) de la cohorte de descubrimiento mostraron alteraciones

gendmicas, siendo el total de mutaciones en FTA comparable al de FTC. Los niveles
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comparables evidenciados entre estos dos subgrupos no permitieron la identificacion de

firmas moleculares.

En una visidn prospectiva, un clon de células mutantes en un individuo sano puede
morir, persistir sin expandirse, formar un tumor benigno no invasivo o progresar a cancer. Por
ello, sobre todo si los estudios van dirigidos a la prevencién o la deteccion precoz del cancer,
es necesario mirar hacia adelante en el tiempo y considerar resultados con distintas
trayectorias. El concepto tradicional de mutaciones conductoras y pasajeras es atractivo
porque sugiere que se encontrado la "causa" y, sin embargo, pueden llevar a malentendidos
sobre el desarrollo tumoral, con consecuencias no deseadas que incluyen sobrediagndstico,
sobretratamiento y falta de identificacion de las verdaderas fuentes de riesgo [259]. Como ya
se ha comentado, es ampliamente aceptado que incluso los tejidos normales pueden albergar
mutaciones que antes se consideraban caracteristicas definitorias de las neoplasias malignas
[260, 259]. Aln mas, pueden ocurrir alteraciones consideradas de “bajo riesgo” en genes
concretos, ya que su propagacion depende del azar, pero la activacion de la ruta bioldgica en
su conjunto puede explicar una proporcién sustancial de la predisposicién para desarrollar un
tumor maligno [259]. Asimismo, carcinomas con fenotipos similares pueden albergar cientos
de mutaciones cada uno, pero estas tienen poco solapamiento entre si [261]. En este
escenario, la dicotomia candnica de mutaciones conductoras y pasajeras podria no reflejar
necesariamente el complejo paisaje de los genomas del cancer. Estos términos se podrian
refinar: considerandose mutacion “ventajosa” cuando confieren caracteristicas que favorecen
la supervivencia o crecimiento somatico en un entorno determinado (de modo que las células
gue lo poseen aumentan en nimero a expensas de otras células) o “desventajosas” cuando
conducen a una reduccidén del crecimiento somatico o la supervivencia [259]. Una mutacién
puede denominarse “predisponente” cuando tiende hacia un fenotipo de cancer (invasién de
tejidos y metdastasis), ya sea al conferir una de las caracteristicas de malignidad o al

desestabilizar el genomay, por lo tanto, promover la aparicidon de otras mutaciones [259].

El examen del genoma del cancer ha demostrado la complejidad y la heterogeneidad
entre y dentro de las localizaciones de los drganos y, sobre todo, dentro de los propios
tumores. La diseccion de las alteraciones genéticas que acontecen en un modelo de
progresién del cdncer podria ser mas adecuado para la comprensidn actual de la biologia

tumoral [262]. Uno que incluya lesiones indolentes y aquellas que se diseminan temprana o
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tardiamente. Mientras tanto, los términos conductor y pasajero deben utilizarse con
prudencia, sobre todo en el contexto de la prevencidn y la deteccion precoz del cancer, en el
que el sobrediagnédstico y el sobretratamiento se reconocen cada vez mas como retos

importantes.

En la actualidad, no existe una Unica prueba molecular éptima que pueda confirmar o
descartar definitivamente la malignidad en todos los casos de citologia indeterminada, y se
necesitan datos de resultados a largo plazo que demuestren la utilidad clinica frente a la PAAF
gue se utiliza de rutina. Teniendo en cuenta el elevado coste asociado, tanto de las cirugias
como de los clasificadores comerciales con amplios paneles de alteraciones [263], el

desarrollo de alternativas novedosas y rentables representa un area de estudio prometedora.

1.2 Evaluacion de las alteraciones epigendmicas mediante arrays de
metilaciéon del ADN

La identificacidn de firmas epigenéticas especificas de tejido para el diagndstico de
nddulos tiroideos es un campo de investigacién prometedor. Como ya se ha comentado,
multiples trabajos han respondido importantes preguntas sobre la metilacion del ADN e
investigado su potencial como biomarcadores en el diagndstico de las lesiones tumorales
tiroideas.

En la bibliografia cientifica actual, al menos en lo que respecta a arrays de metilacién
o la secuenciacién de bisulfito de representacion reducida, el nimero de PTC estudiados
supera casi en 18 veces a las lesiones foliculares como FTC y FTA (Tabla 2). Sin embargo, el
diagndstico diferencial FTC/FTA constituye actualmente un desafio ya que los métodos de
deteccion rutinarios (como los ultrasonidos o las PAAFs) no pueden distinguir entre estos
nddulos malignos y los benignos [176, 186]. Por ello, en este trabajo se utilizaron arrays de
metilacion del ADN para determinar el perfil de metilacién de las muestras con patrén
folicular: NH, FTA, FTCy FVPTC.

Inicialmente, se valoraron las diferencias y similitudes en el nimero de sondas
diferencialmente metiladas en una cohorte de descubrimiento. Como era de esperar, los
tumores malignos presentaron un mayor nimero de sitios CpG diferencialmente metilados
frente a los nédulos hiperplasicos y al tejido tiroideo normal. En el caso de los FVPTC se
observaron un mayor numero de sondas hipometiladas con respecto a ambos tipos de

muestras. Aunque los resultados concuerdan con lo reportado en la literatura cientifica [152,
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153, 155, 156, 158, 159, 165], hay que tener en cuenta que los FVPTC se estudian en conjunto
con otras variantes de PTC (Tabla 2). Por el contrario, los FTC presentan un mayor nimero de
sondas hipermetiladas con respecto a los NH. Yao y colaboradores (2022), usando la misma
plataforma que en este estudio, encuentran también un mayor nimero de sondas con niveles
mas elevados de metilacion en FTC versus lesiones tiroideas benignas [168]. Sin embargo,
cuando se enfrentaron los FTC contra el tejido normal del proyecto ENCODE se encontraron
un mayor numero de sondas hipometiladas que de hipermetiladas. Estos resultados
contrastan con los reportados para este tipo de carcinoma con los arrays de metilacion 450K
[153, 156, 161, 162, 165]. La discrepancia observada en nuestros resultados puede deberse a
la diferencia en el nimero de sondas existente entre las plataformas utilizadas, ya que a los
450.000 sitios originales se agregan 413.745 adicionales (un total de 853.307 sitios CpG) [236].
Debido a que, segln nuestro conocimiento, este es el primer estudio con este tipo de array
gue analiza las diferencias entre el tejido normal y los carcinomas foliculares de tiroides, no
se pueden sacar conclusiones sobre la direccionalidad de los cambios en este momento.
Serian necesarios mas estudios que pudieran afiadir mds informacién al respecto. Cabe
mencionar que se ha descrito que grandes secciones del genoma se encuentran hipometilados
en los tumores benignos de tiroides y que aumentan con la progresion hacia estadios mas
agresivos de la enfermedad [164]. Curiosamente, estudios que analizan los cambios existentes
entre los carcinomas mds desdiferenciados y el tejido normal encuentran niveles de
metilacion equiparables a los observados en este estudio [156, 163]. Por ello, seria
esclarecedor determinar también los subtipos del grupo de FTC (sobre todo los ampliamente
invasivos) y comprobar las similitudes con las formas mas agresivas de las variantes foliculares.

Por otro lado, en nuestro trabajo se describié un estado de metilacién del ADN global
similar para las muestras de tiroides FTC y FTA. Estas similitudes también se mantuvieron en
el contexto de la distribucion genémica de las sondas dmCpG. Los analisis iniciales indicaron
que los adenomas presentaban el mismo porcentaje de metilacién global que los FTC vy,
ademas, que un 65,8 % de las dmCpG de los FTA contra el tejido normal y un 41 % con respecto
a las hiperplasias ya se encuentran alteradas en estas muestras analizadas. Alun mds, cabe
remarcar que cuando se realizaron los andlisis de agrupacidn los FTA mostraron un patrén
disperso en varios grupos. Los analisis de clusterizacion mostraron que los adenomas se
posicionaron en multiples grupos, tanto con nédulos benignos como con malignos. Estudios

previos desarrollados por Bisarro dos Reis y colaboradores (2017) han informado que, ademas
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de las similitudes morfoldgicas y genéticas, los FTA se agrupan con los FTC cuando se utilizan
enfoques de clusterizacién no supervisado [156]. Asimismo, Affinito y colaboradores (2019)
se encontraron que los FTA mostraban un perfil de metilaciéon del ADN intermedio entre los
FTC y el tejido tiroideo normal [161]. De acuerdo con nuestras observaciones, también
podemos observar que los FTC muestran un perfil de metilacién del ADN profusamente
alterado en comparaciéon con el tejido tiroideo normal. Por otro lado, Mancikova vy
colaboradores (2014) encontraron pocas diferencias en la metilacién entre adenomas y
muestras de tejido tiroideo normal que también se observaron en FTC. Demostraron que la
hipermetilacién del promotor asociado con los FTA también era evidente en los FTC, lo que
sugiere la ganancia progresiva de los niveles de 5mC sobre el ADN durante el proceso
tumorigénico de adenomas a carcinomas [153]. De la misma forma, Timp y colaboradores
(2014) observaron igual tendencia de cambios de bloques de hipometilacion en los FTA que
en los canceres completamente desarrollados [164]. El nimero de bloques y la magnitud de
los cambios aumentaban en los tumores tiroideos mas agresivos. Estos resultados sugieren
que, potencialmente, a pesar de que los FTA se han identificado cldsicamente como lesiones
tiroideas benignas, una proporcién de las muestras pueden tener alteraciones epigenéticas

que les confieren un fenotipo molecular maligno.

1.3 Identificacion nuevos biomarcadores que permitan el desarrollo de un
clasificador de tipo diagnostico mediante técnicas de aprendizaje
automadtico

El diagndstico de malignidad requiere una evaluacion patoldgica postoperatoria, en la
gue se investigue la invasion capsular y vascular. El diagndstico preciso es importante para
mejorar la calidad de vida de los pacientes, por lo tanto, existe una necesidad urgente de
desarrollar herramientas de diagndstico preoperatorio eficaces para las lesiones foliculares.

Para favorecer la discriminacién correcta de las lesiones tiroideas benignas y malignas,
explotamos el potencial de los métodos de clasificacién basados en el aprendizaje automatico
para construir un clasificador Random Forest utilizando las 12.845 sondas diferencialmente
metiladas encontrados en las muestras FTC, FVPTC y NH en comparacién con el tejido tiroideo
normal. Mediante el uso de un modelo minimo compuesto por solo tres sondas CpG
(cg17154646, cg21915100 y cg10189462) se logré una alta sensibilidad y especificidad en los

conjuntos de datos de descubrimiento (100 % y 90 %, respectivamente) y validacion (97 % y
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88 %, respectivamente), lo que destaca la capacidad de nuestro modelo para diferenciar las
formas benignas de las malignas de las lesiones tiroideas, incluidos los PTC (95 % y 100 %,
respectivamente). Asimismo, adicionalmente se exploré el rendimiento del clasificador en una
pequefia cohorte de tumores oncociticos. Los resultados preliminares parecen indicar que el
conjunto de los tres biomarcadores de metilacién podria diferenciar también este tipo de
neoplasias. Sin embargo, no se pueden hacer asunciones certeras ya que la proporcién de

muestras estudiadas no es suficiente para asegurar su utilidad en este subtipo tumoral.

Clasificador minimo (PAAF) 85 %
Clasificador minimo (pirosecuenciacion) 96 %
Park y colaboradores (papilares) 86 %
Park y colaboradores (foliculares) 29 %
Zhang y colaboradores, 2021 100 %
Yim y colaboradores, 2019 100 %
Barros-Filho y colaboradores, 2019 91 %
RosettGX Reveal 74 %
ThyGeNEXT & ThyraMIR 89 %
Thyroseq v3 94 %
Afrima GSC 91 %

Clasificador minimo (PAAF) — 176 %
Clasificador minimo (pirosecuenciacién) — 182 %
Park y colaboradores (papilares) — 186 %
Park y colaboradores (foliculares) — 168 %
Zhang y colaboradores, 2021 — 192 %
Yim y colaboradores, 2019 — 197 %
Barros-Filho y colaboradores, 2019 — 175 %
RosettGX Reveal - 174 %
ThyGeNEXT & ThyraMIR —| 185 %
Thyroseq v3 — 182 %
Afrima GSC ] 68 %

Clasificador minimo (PAAF) 195 %
Clasificador minimo (pirosecuenciacion) — 197 %
Park y colaboradores (papilares) — 167 %
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Zhang y colaboradores, 2021 — 193 %
Yim y colaboradores, 2019 — 1100 %
Barros-Filho y colaboradores, 2019 178 %
RosettGX Reveal —| 192 %
ThyGeNEXT & ThyraMIR — 194 %
Thyroseq v3 —| 197 %
Afrima GSC | 196 %
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Figura 45 | Resumen del rendimiento de los clasificadores diagndsticos encontrados en la
bibliografia en comparacion con los desarrollados por nuestro laboratorio. Los datos referentes a
“Park y colaboradores” hacen referencia al rendimiento de las 3 CoG nombradas en su trabajo usadas
en combinacion en un modelo Random Forest. Los valores se refieren tanto para las muestras con
arquitectura papilar usadas en su estudio como para las muestras foliculares de nuestra cohorte de
descubrimiento. Asimismo, los valores del “clasificador minimo” son los obtenidos en este estudio para
la cohorte de validacion en este presente trabajo (pirosecuenciacion en la cohorte de validacion
completa y PAAF). El resto de valores se referencian en la Figura 23 y la Tabla 2.
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En general, en la cohorte completa de validacién el rendimiento del clasificador
alcanzo una sensibilidad del 96 %, una especificidad de 82 % y unos valores predictivos
positivos y negativos del 77 % y 97 %, respectivamente. Asi, el rendimiento del clasificador
minimo utilizando la técnica de pirosecuenciacién con bisulfito clasificéd correctamente un 95
% de los carcinomas e incorrectamente un 18 % de las lesiones benignas de la cohorte de
validacién completa. Estudios similares han logrado describir clasificadores epigenéticos con
un gran rendimiento (Figura 45). Yim y colaboradores (2019), han identificado con éxito una
firma de metilacion del ADN de diagndstico basada en la técnica RRBS [169]. A pesar de las
limitaciones intrinsecas de este enfoque (como la variacidon experimental entre librerias, que
se manifiesta como diferencias en la cobertura y profundidad genémica) [264], los autores
lograron una alta especificidad (97 %) y sensibilidad (100 %) en la discriminacién de nédulos
tiroideos benignos frente a malignos, principalmente formas cldsicas de los PTC. Zhang vy
colaboradores (2021), llevaron a cabo una aproximacion similar centrandose solo en los FTC,
UMP y FTA (incluidos los tumores oncociticos) [162]. Con su modelo lograron separar los FTC
de los adenomas, con una gran especificidad 100 % y sensibilidad 92,3 % y solo con un
carcinoma clasificado como benigno. Sin embargo, dado el elevado niumero de sitios CpG
necesarios para sus estimaciones (373 localizaciones genédmicas y 70 bloques de haplotipos,
respectivamente), asi como los recursos computacionales, mano de obra necesarios para el
correcto analisis de este tipo de datos, y que no han probado su rendimiento en las PAAF, su
aplicabilidad en la practica clinica habitual para el diagndstico preoperatorio tiene un alcance
limitado. Igualmente, las pruebas moleculares comerciales como Thyroseq v3 o Afirma GSC, a
pesar de tener un gran rendimiento(Figura 45) y haber probado su utilidad en punciones, el
coste asociado a un diagndstico correcto en Estados Unidos puede llegar a alcanzar los 14.277
Sy 17.873 S, respectivamente [263, 265].

Un trabajo llevado a cabo Barros-Filho y colaboradores (2019), emplean arrays de
metilacion para encontrar marcadores de metilacidon candidatos y posteriormente utilizan la
técnica de pirosecuenciacién con bisulfito para clasificar tumores tiroideos utilizando 5 sitios
CpG, obteniendo en las muestras de validacidn una sensibilidad de 90,7 % y especificidad de
75,4 %, comparables a los presentados en nuestro trabajo (96 %y 82 % respectivamente) [165]
(Figura 45). En PAAF, su clasificador mostrd, en tumores malignos confirmados, una
sensibilidad del 86,7 % y una especificidad del 89,5 %. Mientras que, en casos con citologia

indeterminada, 100 % y 89 %, respectivamente. Las PAAF de nuestra cohorte en el modelo
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desarrollado presentaron un porcentaje de verdaderos carcinomas del 85 % y de verdaderos
benignos del 76 %. Aunque el valor predictivo negativo es alto 95 %, y el positivo es del 50 %.
El clasificador epigenético basado en pirosecuenciacion descrito en este trabajo, representa
un método rentable y rapido que puede ser aplicado en PAAFs para complementar el
diagndstico preoperatorio de los nodulos tiroideos utilizando solo 3 sitios CpG. Una
aproximacion similar llevaron a cabo Park y colaboradores, en su trabajo se seleccionaron 3
marcadores de metilacién del ADN candidatos para discriminar NIFTP y el carcinoma papilar
de tiroides, a saber: cg10705422 AUC 0,83, sensibilidad 76 %, especificidad 80 %; cg17707274
AUC 0,83, sensibilidad 76 %, especificidad 79 %; y cg26849382 AUC 0,8; sensibilidad 74 %,
especificidad 78 % [159]. Sin embargo, solo se encontraron diferencias significativas de
metilacidon con los PTC y no se analizaron PAAF. Curiosamente, el rendimiento se vio muy
reducido cuando en nuestro trabajo se generé un modelo Random Forest, con las tres CpG
anteriormente mencionadas, para clasificar las lesiones tiroideas de nuestra cohorte de
descubrimiento. Asimismo, como en su trabajo, no se encontraron diferencias significativas
entre los tumores foliculares en las diferentes CpG. Los PTC presentan perfiles de metilacién
diferentes a los FTC [153, 156, 165], por lo que cabria esperar que los marcadores
epigenéticos, al no estar entrenado para detectar carcinomas foliculares, no puedan aplicarse
a ambos subtipos por igual. Esta posibilidad se evalué con las tres CpG (cgl7154646,
€g21915100 y cg10189462) del clasificador minimo epigenético desarrollado en esta tesis y
los tumores papilares de la cohorte de Park y colaboradores obteniendo una precisién de
discriminacion del 95 %.

Cabe mencionar, que en el proceso inicial de desarrollo de nuestro clasificador se
excluyeron las sondas dmCpG en sangre, sin embargo, las muestras tumorales son
heterogéneas y pueden contener células distintas de las epiteliales foliculares, dando lugar a
la ausencia de firmas epigenéticas especificas [169]. Esta contaminacidon no solo se puede
encontrar en las biopsias postquirldrgicas de los nddulos, sino también en las PAAF. En las
punciones es frecuente observar distintas proporciones de sangre y células, como glébulos
blancos, linfocitos infiltrantes de tejidos, fibroblastos estromales o tejido normal adyacente
[169, 203, 266]. Por ello, se debe enfatizar que los analisis de las PAAF en nuestro estudio
pueden estar influenciados por ciertas limitaciones técnicas, ya que las muestras se
obtuvieron de los lavados de las agujas y la calidad de las punciones secundarias puede ser

una restriccion importante en términos del rendimiento del algoritmo. Por lo que seria
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necesario realizar un estudio de verificacidon analitica que pruebe si el conjunto de tres CpGs
puede mantener la misma validez clinica critica, asi como el mismo rendimiento en
condiciones de variabilidad técnica e interferencias potencialmente encontradas en un
entorno real. Este estudio incluiria dos componentes clave: sensibilidad y especificidad
analitica. El primero de ellos, la sensibilidad analitica o el limite de deteccion de la prueba,
hace referencia al contenido tumoral minimo aceptable que produce un resultado preciso
[267, 322]. Por otro lado, la especificidad analitica es la capacidad del ensayo para medir, en
una muestra, un organismo o sustancia en particular en lugar de otros [267]. En este caso,
evaluando hasta qué punto una muestra contaminada con sangre puede seguir siendo fiable.
Asi, Afirma GSC sigue siendo una prueba precisa en presencia de hasta un 75 % de sangre y
una dilucion del 75 % de material maligno en PAAF [322]. Mientras que Thyroseq v3 aseguran
gue con su panel de mutaciones la clasificaciéon de una muestra se mantiene precisa hasta el
88 % del contenido de sangre y, aproximadamente, un 12 % de las células tumorales en un
contexto de células tiroideas no neoplasicas [267]. Por ello, sugerimos que, ademas de ampliar
el numero de muestras, estos resultados se complementen con la evaluacién de otros
parametros, como la celularidad de la PAAF, el porcentaje relativo de células sanguineas, la
calidad y cantidad del ADN gendmico minimo necesario en las muestras o el analisis de

duplicados técnicos, que pueden mejorar ain mas el rendimiento del modelo propuesto.

1.4 Discriminacion prondstica de las lesiones foliculares indolentes segun
los biomarcadores epigenéticos

La definicion oficial de FTA establece que se trata de una neoplasia benigna,
encapsulada y no invasiva, sin caracteristicas nucleares de PTC [98]. Sin embargo, como ya se
ha discutido en apartados anteriores la presencia de tanto de mutaciones comunes como
alteraciones epigenéticas entre los adenomas y las lesiones foliculares, conduce no solo a que
los adenomas se agrupen junto a los tumores malignos, sino también a una pérdida
significativa de sensibilidad de los métodos de diagndstico basados en alteraciones génicas.

Por lo tanto, planteamos la hipdtesis de que nuestro sistema de clasificacion de tres
CpG puede proporcionar algunas pistas en relacién con el estado de malignidad de un
adenoma determinado en funcién de la proporcién de votos benignos/malignos calculados
durante el paso de prediccidn. De esta manera, los FTA fueron evaluados usando el clasificador

de 3 CpGs y se otorgaron puntuaciones de malignidad para predecir el comportamiento de
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estos tumores. Cuando se predijeron las puntuaciones de malignidad para los FTA, estas
fueron muy heterogéneas y comprendieron valores entre 0 y 1. Bisarro dos Reis (2017),
describen un modelo de metilacion del ADN para predecir el prondstico de los carcinomas
bien diferenciados, en términos de recurrencia [156]. Curiosamente, el 47 % de muestras
benignas presentaban valores intermedios en el clasificador generado por estos autores.
Posteriormente, el mismo grupo de investigadores genera un clasificador, esta vez para la
deteccidn preoperatoria de nddulos tiroideos, y observan que aproximadamente el 24 % de
las lesiones tiroideas benignas analizadas presentan puntuaciones propias de nddulos
malignos [165]. Por otro lado, Zhang y colaboradores (2021) construyeron un modelo de
prediccidn de FTC utilizando 70 bloques de haplotipos de metilacion como marcadores, que
distinguian entre tejidos FTA y FTC con un alto grado de precisiéon (Figura 45) [162]. Los FTA
presentaban puntuaciones de malignidad comprendidas entre 0-0,5, mientras que los valores
de los FTC se encontraban 0,46 y 1. Este clasificador también se utilizé con el propdsito de
ayudar a determinar el prondstico de tumores de potencial maligno incierto, y encontraron
que puntuaciones mds altas de metilacion mostraron mayor concordancia con una alta
frecuencia de variaciones genéticas.

Las alteraciones en la expresion de genes y proteinas pueden dar lugar a cambios en la
morfologia y funcidon de las células, lo que se conoce como fenotipo celular. Sin embargo, los
cambios moleculares pueden acontecer antes de que se de este cambio observable por el ojo
humano. Aunque no existe un modelo aceptado para la patogenia de los carcinomas
foliculares, recientemente se demostré mediante el perfil de expresién global [268] que los
FTA pueden representar un intermediario bioldgico entre el tejido normal y FTC. La transicion
de un adenoma a un carcinoma folicular en varios pasos, similar a la que ocurre en el cancer
de colon y otros adenocarcinomas, no es universalmente aceptado porque no se reconoce el
carcinoma folicular in situ y la evidencia de la evolucion del adenoma a formas malignas es
escasa [269, 270]. Sin embargo, un considerable nimero de autores parecen plantear la
hipdtesis de que un continuo hacia carcinoma en este tipo de tumores es plausible [125, 153,
161, 251, 270, 271]. Los resultados presentados en nuestro trabajo refuerzan la nocién de que
los FTA pueden presentar cierto potencial para malignizar, y que las similitudes morfoldgicas,
genéticas y epigenéticas observadas con los FTC concurren con la dificultad del patdlogo para
distinguir entre nédulos benignos y malignos al evaluar las PAAF. Las coincidencias sugieren

qgue los FTAy FTC estan etiolégicamente relacionados, o mas especificamente, que los FTA son

128



DISCUSION

lesiones que pueden (en algunos casos, pero no en probablemente no en todos) progresar
hacia carcinomas [269, 270].

Asimismo, cabe sefialar que los NIFTP del conjunto de datos de validacidn externa
[159], fueron clasificados sistematicamente por nuestro modelo de 3 CpG como tejido
maligno. Inicialmente, Nikiforov y colaboradores (2016) propusieron revisar la nomenclatura
de los FVPTC encapsulados no invasivos y renombrarlos como NIFTP [272]. Este planteamiento
se basd en un estudio que realizaron en una cohorte de 109 pacientes en 2016, en el que
comparaban la evolucion de tumores FVPTC encapsulados invasivos y los que no lo eran. Tras
aproximadamente 13 aflos de seguimiento, los individuos evaluados seguian vivos y sin
evidencia de enfermedad. Tras este trabajo, a pesar de que se publicaron estudios que
confirmaron estos resultados, muchos autores mostraron su escepticismo ante esta nueva
nomenclatura [273]. Aunque los NIFTP tienen un comportamiento indolente, se ha descrito
que algunas de estas lesiones pueden estar asociadas a metdstasis [274], y notificando
eventos oncolégicos adversos en al menos un 6 % de los casos. Otro estudio, registro que el
9,4 % de los pacientes bajo la nueva nomenclatura de NIFTP padecieron fracaso tumoral
locorregional [275].

Una de las criticas mas importantes sobre esta clasificacién, ademas de la posible
variabilidad entre los diagndsticos de los distintos evaluadores, es que los patdlogos que
participaron en el estudio original no desconocian las alteraciones moleculares asociados a los
tumores que se revisaban, y que estas se utilizaron para guiar el desarrollo de los criterios
diagndsticos del NIFTP [275]. Curiosamente, pruebas moleculares realizadas en este tipo de
tumores demostraron resultados “sospechosos” mediante Afirma, y las pruebas de ThyroSeq
mostraron alteraciones moleculares que se encontraban también en lesiones malignas [132,
276, 277]. Ademas, se ha descrito que existen dos tipos de NIFTP altamente dependientes de
la presencia de diferentes mutaciones (sobre todo RAS y BRAF): un tipo mas "benigno" con
perfiles de expresién similares a FTA y uno mas "maligno" con perfiles de expresidn similares
a FVPTC invasivo [278]. Nuestro clasificador parece indicar que las células de los tumores
NIFTP ya presentan caracteristicas moleculares propias de tumores malignos en sus
epigenomas (Figura 46) [272]. Lo que puede significar que este tipo de tumores de potencial
maligno incierto sean un precursor temprano de las formas invasivas del FVPTC. No cabe duda
de que el prondstico relativamente bueno de los tumores NIFTP puede estar asociado con la

presencia de una cdpsula bien definida que rodea la masa tumoral interna. Sin embargo, el
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riesgo de desarrollar resultados adversos no es despreciable. Por ello, los autores del articulo
inicial en el que se describié este subtipo, y debido a la controversia generada, advierten a
los investigadores que no se debe malinterpretar el retirar la palabra “cancer” de la definicién
como sinédnimo de neoplasia benigna [273]. Asi se recoge en la cuarta clasificacién de la OMS
en la surgid el grupo de los tumores de potencial maligno incierto, para destacar su buen
prondstico y desalentando asi un tratamiento excesivamente agresivo e incentivando el

seguimiento [98, 117].
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Figura 46 | Cambio de paradigma en el diagnostico de los nédulos tiroideos. Comtunmente, la
clasificacion se basa en la distincion de nddulos tiroideos benignos y malignos que se encontraba en la
tercera clasificacion de la OMS para los tumores endocrinos. Aproximadamente el 20 % de los
diagndsticos de tumores tiroideos tenian discrepancias con este esquema. Segun la cuarta edicion,
todos los tumores tiroideos tienen cierto potencial para desarrollar metdstasis y se elimina la distincion
entre benignos y malignos. La estratificacion del riesgo de los tumores tiroideos desde un riesgo muy
bajo de recurrencia hasta un riesgo alto de recurrencia se muestra como un espectro continuo, desde
un tumor benigno hasta un cdncer de alto riesgo. Los tumores adquieren mutaciones y cambios
epigenéticos que confieren un crecimiento somdtico o una ventaja de supervivencia en un entorno
dado.

Convencionalmente, las neoplasias se dividen en dos grupos, benigno y maligno
(Figura 46). La principal caracteristica que los separa es la capacidad de invadir y dar lugar a

metastasis, que es exclusiva de los tumores malignos [260]. Dadas las implicaciones, los
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clinicos no pueden esperar a que se produzca un evento adverso en los pacientes para
diagnosticar la malignidad. Por ello, se deben apoyar en otras particularidades
clinicopatolégicas de los tumores para la diferenciacidon ente entidades. Por ejemplo, las
neoplasias benignas muestran con mayor frecuencia limites bien definidos y tienden a
recapitular la misma morfologia del tejido de origen, con una minima la atipia celular (o
estando ausente) y sin hemorragias o areas de necrosis [260]. Sin embargo, el
comportamiento de los tumores benignos puede variar de indolente a significativamente
moérbido y, en ocasiones, incluso fatal [279]. Ademas, el hecho de que un tumor no recurra o
produzca metdstasis tras la reseccién, no prueba que los nddulos sean realmente benignos
[269]. La operacidn puede haber interrumpido la historia natural de los tumores, hacia formas
mas agresivas que hubieran culminado en metastasis [269].

Muchas neoplasias no encajan perfectamente en esta clasificacién binaria. La
distincién dicotdmica sigue siendo esquiva para categorias enteras de tumores, incluidos los
carcinomas de tiroides [260, 279]. Por ello, se han desarrollado sistemas de clasificacion
basados en el comportamiento y estratifican a los tumores en funcién del riesgo para guiar el
manejo clinico. Las categorias intermedias se utilizan para designar aquellos procesos
patoldégicos que no pueden determinarse como completamente benignos, pero que no
cumple con todos los criterios de malignidad. Las neoplasias de comportamiento incierto de
drganos urinarios, tracto genital, cavidad bucal y aparato digestivo, son tumores que muchas
veces pueden incluirse en esta categoria [262, 280]. En el caso de los tumores de la glandula
tiroides, a diferencia de la tercera edicidon de la OMS, la cuarta versién recoge que los de
tumores de drganos endocrinos tienen algin potencial metastasico. Asimismo la quinta
edicién parece indicar que la clasificacion de los tumores tiroideos seguira desarrollandose en
esta linea y los tumores se clasificaran en funcion del riesgo [122]. El reto consiste en redefinir
el cancer en funcién de su comportamiento, utilizar los términos cuando proceda y cambiar
los métodos de comunicacién. La adaptacion puede implicar cambios en el enfoque del
cribado y el tratamiento de los nddulos tiroideos, pues puede personalizarse en consecuencia
para maximizar el beneficio para el paciente individual y la poblacién [262, 281].

Es importante mencionar que este cambio en la estratificacién de los pacientes no
soluciona las limitaciones actuales que tienen las PAAF para discernir benignidad de
malignidad en las categorias indeterminadas. Sin embargo, después de considerar las

caracteristicas clinicas y ecograficas, se pueden usar pruebas moleculares para complementar
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los datos de evaluacion del riesgo de malignidad en lugar de proceder directamente con la
cirugia. Es interesante mencionar que, para desarrollar estas pruebas moleculares, los
clasificadores se nutren de los tumores con los que se entrenan. Por ello, la continua
reevaluacion de la evidencia cientifica sobre la patogenia de los tumores tiroideos dara lugar
a una mayor comprension y a clasificadores mas certeros. Esto significa que las pruebas
moleculares pueden no solo ayudar a diagnosticar a los pacientes con nédulos indeterminados
si no también en esta estratificacidn de riesgo y asistir en el seguimiento de los pacientes.

A pesar de las limitaciones, nuestro modelo es capaz de asignar puntuaciones de
malignidad molecular a aquellas lesiones foliculares dificiles de diagnosticar, y también
observamos una alta consistencia entre los resultados esperados y el diagndstico patoldgico
de PAAF, incluso con muestras obtenidas en diferentes puntos de tiempo. Aunque, la
efectividad real de esta nueva herramienta de diagndstico debe verificarse en un estudio
multicéntrico prospectivo, creemos que este tipo de clasificador epigenético podria asistir en

la toma decisiones en el manejo de los pacientes con nédulos tiroideos.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos presentados y a los resultados obtenidos en esta tesis, las

conclusiones son:

1. Las alteraciones genéticas son complejas y aunque se encontraron mutaciones propias de
los nddulos tiroideos, tanto benignos como malignos, no pudo establecerse una firma
distintiva.

2. El empleo de arrays 850K de lllumina en el estudio de los cambios de metilacién del ADN
constituye una aproximacion fiable, asequible y altamente reproducible, que permite
establecer las similitudes y diferencias existentes entre las lesiones tiroideas.

3. Los niveles de metilacion observados en los adenomas foliculares parecen indicar que
estos tumores presentan perfiles intermedios entre los nédulos benignos y los realmente
malignos.

4. El empleo algoritmos de aprendizaje automatico basados en Random Forest constituye
una aproximacion fiable (concordante con los resultados de pirosecuenciacion) para la
identificacion de biomarcadores en cancer de tiroides.

5. El sistema de clasificacion epigenético con las sondas diferencialmente metiladas,
€g21915100, cg17154646 y cg10189462, permite otorgar puntuaciones de malignidad que
se asocian con precision al estado de malignidad de las biopsias interrogadas.

6. Las puntuaciones de malignidad de los adenomas foliculares y las neoplasias tiroideas
foliculares no invasivas con caracteristicas nucleares de tipo papilar indican que algunos
nddulos ya presentan alteraciones moleculares propias de tumores malignos.

7. Los biomarcadores identificados tienen potencial relevancia clinica para el diagndstico,
evaluacidn de progresion de los nédulos tiroideos, y pueden complementar las técnicas
de atencién estandar actuales evitando un numero razonable de intervenciones

quirurgicas.
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ANEXO 1: TABLAS SUPLEMENTARIAS

e Tabla suplementaria 1

Tabla S1| Clasificacion de tumores tiroideos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de 2017. CIE-10:
Clasificacion internacional de enfermedades, 10.2 edicion; D34: Neoplasia benigna de tiroides; D44.0: Neoplasia
de comportamiento incierto de gldndula tiroides; C73: Neoplasia maligna de la gldndula tiroides. CIE-O:
Clasificacion Internacional de Enfermedades para Oncologia, los cédigos de comportamiento /0, /1, /2 y /3
significan carcinoma in situ benigno, limitrofe o incierto, neoplasia intraepitelial de grado Ill y tumores malignos,

respectivamente. Tabla modificada de Bai y colaboradores (2020) [282]

Tipos histoldgicos y variantes \ CIE-10 \ CIE-O
Originados a partir de células foliculares
Adenoma folicular (FTA) D34 8330/0
Variante hiperfuncionante: adenoma toxico o caliente. Variantes morfoldgicas: con hiperplasia D34
papilar, con nucleos bizarros, células en anillo de sello, células claras, células fusiformes, FTA negro
y lipoadenoma
Tumor trabecular hialinizanten D44.0 8336/1
neuOtros tumores tiroideos encapsulados con patrén folicular
Tumor folicular de potencial de malignidad incierto (FT-UMP) D44.0 8335/1
Tumor bien diferenciado de potencial de malignidad incierto (WT-UMP) D44.0 8348/1
Neoplasia tiroidea folicular no invasiva con caracteristicas nucleares de tipo papilar (NIFTP) D44.0 8349/1
Carcinoma papilar de tiroides (PTC) Cc73 8260/3
Variante folicular del PTC (FVPTC) C73 8340/3
Variante encapsulada del PTC C73 8343/3
Microcarcinoma del PTC C73 8341/3
Variante columnar del PTC C73 8344/3
Variante oncocitica del PTC C73 8342/3
Otras variantes: esclerosante difuso, células altas, cribiforme-morular, PTC con estroma similar C73
a fibromatosis/fascitis, sélido-trabecular, células fusiformes, células claras y variantes similares a
Warthin
Carcinoma folicular de tiroides (FTC) Cc73 8330/3
FTC minimamente invasivo C73 8335/3
FTC encapsulado angioinvasivo C73 8339/3
FTC ampliamente invasivo C73 8330/3
Variantes: de células claras, tipo de células en anillo de sello y FTC con patrén glomeruloide C73
Tumores de Hiirthle u oncociticos
Adenoma de células de Hiirthle (HCA) D34 8290/0
Carcinoma de células de Hirthle (HCC): minimamente invasivo, encapsulado angioinvasivo, C73 8290/3
ampliamente invasivo
Carcinoma folicular pobremente diferenciado (PDTC) C73 8337/3
Carcinoma oncocitico pobremente diferenciado C73 8337/3
Carcinoma anaplasico de tiroides (ATC) Cc73 8020/3
Variantes: sarcomatoide, de células gigantes, epitelial, paucicelular, tipo linfoepitelioma y de C73
células pequefias
Carcinoma de células escamosas C73 8070/3
Carcinoma mucoepidermoide C73 8430/3
Carcinoma mucinoso C73 8480/3
Timoma ectépico Cc73 8580/3
Tumor epitelial fusiforme con diferenciacion tipo timo Cc73 8588/3
Carcinoma timico intratiroideo C73 8589/3
Subtipos: carcinoma de células escamosas, linfoepitelioma, carcinoma neuroendocrino
Originados a partir de las células parafoliculares
Carcinoma medular de tiroides (MTC) Cc73 8345/3
Variantes: papilar, folicular (tubular/glandular), de células fusiformes, de células gigantes, de
células claras, oncocitica, melandtica, escamosa, anficrina, tipo paraganglioma, tipo
angiosarcoma y variantes de células pequefias. Formas mixtas de MTC, PTC, FTC, PDTC y ATC
Hiperplasia primaria de células C
Microcarcinoma medular C73 8345/3
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e Tabla suplementaria 2

Tabla S2 | Resumen de los resultados del experimento de secuenciacion del exoma completo correspondientes
a las lesiones tiroideas humanas analizadas en la cohorte de descubrimento.

Muestra Cobertura media | Tamaiio de libreria estimado | Numero total de lecturas | Porcentaje de mapeo
BIOP-01 261,07 629.521.638 278.223.942 99,9594452
BIOP-02 231,6 537.137.496 270.041.014 99,9662117
BIOP-03 251,72 674.214.172 254.095.518 99,9710775
BIOP-04 129,81 346.892.154 144.046.370 99,9562749
BIOP-05 255,54 590.144.794 276.791.376 99,9686772
BIOP-06 266,1 650.637.531 283.787.808 99,9704194
BIOP-07 263,89 678.602.857 270.049.111 99,9675501
BIOP-08 125,77 377.971.236 129.838.220 99,9571897
BIOP-11 263,1 615.493.531 284.480.197 99,9642346
BIOP-12 265,78 658.241.202 279.500.974 99,964849
BIOP-14 137,57 369.793.764 138.850.443 99,9600773
BIOP-15 249,79 593.586.409 258.476.221 99,9670763
BIOP-16 269,83 621.630.612 272.543.746 99,9693523
BIOP-17 145,01 390.721.401 152.294.320 99,9665799
BIOP-18 140,75 402.751.975 145.131.582 99,9497585
BIOP-24 129,18 410.884.762 133.548.698 99,9698688
BIOP-26 90,04 472.948.332 134.319.356 99,9627043
BIOP-29 119,7 358.311.107 126.049.771 99,9594547
BIOP-30 135,11 438.236.700 135.711.316 99,9661712
BIOP-31 106,75 515.225.568 141.562.207 99,9596432
BIOP-32 277,79 627.127.797 278.360.765 99,9766731
BIOP-33 143,23 299.321.623 143.263.563 99,968759
BIOP-34 135,2 264.041.150 156.430.325 99,9696149
BIOP-35 113,03 221.800.182 153.691.535 99,9681762
BIOP-36 126,31 272.945.476 145.453.473 99,9706171
BIOP-37 90,85 253.433.412 144.422.256 99,9692109
BIOP-38 142,48 349.963.288 139.689.143 99,9711478
BIOP-39 101,7 174.646.826 169.305.342 99,9725884
BIOP-40 124,63 381.778.233 129.776.070 99,9696839
BIOP-41 148,87 299.148.106 159.369.797 99,9691223
BIOP-51 127,52 278.199.998 158.350.644 99,9678602
BIOP-52 128,61 304.973.440 147.468.053 99,9683767
BIOP-53 132,38 389.774.495 140.607.104 99,9718671
BIOP-55 127,62 399.234.280 130.871.972 99,9709762
BIOP-56 129,51 415.617.340 129.133.121 99,9711861
BIOP-57 133,71 427.665.808 137.497.376 99,9652994
BIOP-63 127,95 350.295.369 132.076.632 99,9669037
BIOP-70 196,21 397.445.743 199.611.388 99,975548
BIOP-71 75,67 210.670.855 148.131.705 99,969027
BIOP-90 134,98 410.799.357 138.203.730 99,9687682
BIOP-91 130,38 380.293.821 137.634.668 99,967017
BIOP-93 80,45 331.349.667 157.551.567 99,9658977
BIOP-95 68,61 227.311.471 156.266.209 99,9699507
BIOP-96 169,7 394.746.707 172.845.441 99,9791938
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Tabla S2 | Continuacion tabla (2/2)

Muestra Cobertura media | Tamano de libreria estimado | Numero total de lecturas | Porcentaje de mapeo
BIOP-98 139,23 397.970.952 142.632.982 99,9648662
BIOP-99 123,31 334.034.651 134.451.453 99,9680544
BIOP-100 252,81 588.807.564 268.566.137 99,9694939
BIOP-101 125,55 398.447.879 130.739.844 99,9688692
BIOP-107 127,89 376.992.494 134.492.389 99,9700303
BIOP-108 127,76 348.132.658 136.316.595 99,9670054
BIOP-110 131,97 417.329.771 135.687.853 99,9678652
BIOP-111 130,57 438.891.431 131.444.168 99,9704692
BIOP-112 135,52 383.231.264 138.713.570 99,9673462
BIOP-115 132,52 302.143.531 136.259.508 99,9668551

e Tabla supementaria 3

Tabla S3 | Informacion clinico-patolégica y puntuaciones moleculares de malignidad calculados usando los
valores de metilacion del ADN obtenidos del array de metilacion y el algoritmo de prediccion en la cohorte de
descubrimiento. Se muestran los valores de metilacion para cada una de las 3 CpGs del modelo, asi como el grupo
diagnostico al que pertenecen y la prediccion de benignidad (BN) o malignidad (M) en funcion de la puntuacion
de malignidad (MS) obtenida. (1/2)

Muestra Grupo cgl7154646 cg21915100 cg10189462 MS Prediccion
BIOP-101 FTA 0,9238 0,9542 0,7764 0,0000 BN
BIOP-57 FTA 0,6304 0,9659 0,6404 0,0000 BN
BIOP-90 FTA 0,6632 0,9458 0,6569 0,0000 BN
BIOP-03 FTA 0,8287 0,9364 0,6274 0,0032 BN
BIOP-04 FTA 0,9285 0,9690 0,5592 0,0190 BN
BIOP-07 FTA 0,8878 0,9561 0,5638 0,0190 BN
BIOP-08 FTA 0,7750 0,9409 0,4645 0,2350 BN
BIOP-100 FTA 0,4672 0,9558 0,5921 0,2644 BN
BIOP-06 FTA 0,4840 0,9573 0,4583 0,3112 M
BIOP-52 FTA 0,9158 0,9270 0,4427 0,3842 M
BIOP-02 FTA 0,6963 0,9545 0,2260 0,3966 M
BIOP-05 FTA 0,5483 0,7125 0,4958 0,4428 M
BIOP-53 FTA 0,2968 0,9417 0,2775 0,6988 M
BIOP-01 FTA 0,1882 0,9522 0,2790 0,7194 M
BIOP-91 FTA 0,3949 0,9108 0,4112 0,7616 M
BIOP-18 FTC 0,4566 0,9242 0,2222 0,6495 M
BIOP-14 FTC 0,3078 0,4809 0,9441 0,6782 M
BIOP-51 FTC 0,1854 0,9312 0,2858 0,7935 M
BIOP-55 FTC 0,0766 0,8270 0,4370 0,9921 M
BIOP-16 FTC 0,0605 0,7966 0,0790 0,9966 M
BIOP-12 FTC 0,1587 0,6939 0,3767 0,9994 M
BIOP-11 FTC 0,0658 0,4903 0,2111 1,0000 M
BIOP-15 FTC 0,2086 0,6553 0,3069 1,0000 M
BIOP-17 FTC 0,1911 0,2715 0,4138 1,0000 M
BIOP-56 FTC 0,1845 0,4827 0,2107 1,0000 M
BIOP-93 FVPTC 0,4407 0,8360 0,5594 0,4872 M
BIOP-63 FVPTC 0,2232 0,8569 0,4551 0,8457 M
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Tabla S3 | Continuacién tabla (2/2)

Muestra Grupo cg17154646 €g21915100 cg10189462 MsS Prediccion
BIOP-115 FVPTC 0,3899 0,4550 0,4114 0,9477 M
BIOP-96 FVPTC 0,3563 0,6793 0,4407 0,9871 M
BIOP-95 FVPTC 0,3455 0,3028 0,3271 0,9904 M
BIOP-98 FVPTC 0,1951 0,3514 0,3414 1,0000 M
BIOP-99 FVPTC 0,2008 0,5248 0,2980 1,0000 M
BIOP-108 NH 0,8765 0,9486 0,6123 0,0000 BN
BIOP-24 NH 0,6454 0,9562 0,6571 0,0000 BN
BIOP-26 NH 0,6386 0,9522 0,7352 0,0000 BN
BIOP-31 NH 0,5255 0,9433 0,6072 0,0000 BN
BIOP-32 NH 0,7080 0,9561 0,7846 0,0000 BN
BIOP-35 NH 0,5595 0,9421 0,7389 0,0000 BN
BIOP-36 NH 0,6624 0,9505 0,7651 0,0000 BN
BIOP-38 NH 0,7270 0,9607 0,6648 0,0000 BN
BIOP-39 NH 0,6301 0,9597 0,6697 0,0000 BN
BIOP-41 NH 0,7977 0,9529 0,6241 0,0000 BN
BIOP-110 NH 0,7209 0,9377 0,6526 0,0023 BN
BIOP-107 NH 0,5563 0,9613 0,5801 0,0033 BN
BIOP-29 NH 0,4947 0,9538 0,7811 0,0081 BN
BIOP-71 NH 0,6309 0,9472 0,5362 0,0116 BN
BIOP-111 NH 0,7186 0,9476 0,5369 0,0118 BN
BIOP-33 NH 0,5016 0,9391 0,5742 0,0158 BN
BIOP-112 NH 0,5850 0,8902 0,6983 0,0162 BN
BIOP-40 NH 0,7100 0,9590 0,5560 0,0238 BN
BIOP-70 NH 0,6315 0,8971 0,5966 0,0255 BN
BIOP-37 NH 0,5688 0,8992 0,6047 0,0267 BN
BIOP-34 NH 0,3712 0,9503 0,6495 0,4965 M
BIOP-30 NH 0,4953 0,8636 0,4803 0,5907 M

e Tabla suplementaria 4

Tabla S4 | Informacion clinico-patoldgica y puntuaciones moleculares de malignidad calculados usando los
valores de metilacion del ADN obtenidos del array de metilacion y el algoritmo de prediccion en la cohorte de
validacién externa. Se muestran los valores de metilacion para cada una de las 3 CpGs del modelo, asi como el
grupo diagnostico al que pertenecen y la prediccion de benignidad (BN) o malignidad (M) en funcién de la
puntuacion de malignidad (MS) obtenida. Las muestras corresponden al trabajo de Park y colaboradores de
(2020) [159]. (1/2)

Muestras Grupo cg17154646 €g21915100 cg10189462 MS Prediccion
GSM3433515 | Normal 0,6971 0,9515 0,6144 0 BN
GSM3433522 | Normal 0,7654 0,9719 0,5961 0 BN
GSM3433527 | Normal 0,7232 0,9709 0,6004 0 BN
GSM3433535 | Normal 0,8725 0,9527 0,5829 0,0004 BN
GSM3433518 | Normal 0,6473 0,9361 0,5947 0,0032 BN
GSM3433533 | Normal 0,7019 0,9464 0,5048 0,0072 BN
GSM3433504 | Normal 0,7267 0,9656 0,5558 0,0092 BN
GSM3433513 TPTC 0,5844 0,8580 0,5530 0,282 BN
GSM3433512 PTC 0,5806 0,1870 0,4985 0,4522 M
GSM3433520 FVPTC 0,3739 0,9061 0,5186 0,4534 M
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Tabla S4 | Continuacion tabla (2/2)

Muestras Grupo | cg17154646 | cg21915100 | cg10189462 MS Prediccion
GSM3433532 | PTC 0,5352 0,5963 0,4554 0,6434 M
GSM3433505 | FVPTC 0,6358 0,7207 0,4292 0,6458 M
GSM3433514 | PTC 0,6002 0,1391 0,4342 0,6482 M
GSM3433530 | PTC 0,5078 0,2564 0,4374 0,6632 M
GSM3433525 | PTC 0,4836 0,2501 0,4428 0,673 M
GSM3433517 | TPTC 0,4240 0,3570 0,5710 0,8152 M
GSM3433507 | TPTC 0,3358 0,6223 0,5992 0,8496 M
GSM3433537 | PTC 0,4117 0,6494 0,5244 0,8724 M
GSM3433526 | TPTC 0,2253 0,2815 0,4906 0,9276 M
GSM3433529 | TPTC 0,3652 0,7148 0,4292 0,9602 M
GSM3433508 | PTC 0,3214 0,3579 0,3473 0,9986 M
GSM3433511 [ PTC 0,2971 0,6965 0,4234 0,9988 M
GSM3433528 | FVPTC 0,2636 0,7419 0,4248 0,9994 M
GSM3433509 | TPTC 0,1967 0,3771 0,3835 1 M
GSM3433510 | TPTC 0,1934 0,3626 0,3731 1 M
GSM3433521 | PTC 0,2668 0,5426 0,3935 1 M
GSM3433524 | PTC 0,2824 0,3625 0,3423 1 M
GSM3433531 | PTC 0,1865 0,2003 0,3688 1 M
GSM3433506 | NIFTP 0,3456 0,7399 0,3665 0,9978 M
GSM3433516 | NIFTP 0,4756 0,3015 0,3057 0,88 M
GSM3433519 | NIFTP 0,2433 0,9026 0,4687 0,6584 M
GSM3433523 | NIFTP 0,0917 0,9529 0,2794 0,7444 M
GSM3433534 | NIFTP 0,1898 0,7086 0,3059 1 M
GSM3433536 | NIFTP 0,2697 0,7962 0,4820 0,9184 M

e Tabla suplementaria 5

Tabla S5 | Informacion clinico-patolégica y puntuaciones moleculares de malignidad calculados usando los
valores de metilacion del ADN obtenidos mediante pirosecuenciacion con bisulfito y el algoritmo de prediccion
en la cohorte de descubrimiento. Se muestran los valores de metilacion para cada una de las 3 CpGs del modelo,
asi como el grupo diagnostico al que pertenecen y la prediccion de benignidad (BN) o malignidad (M) en funcion
de la puntuacién de malignidad (MS) obtenida. (1/2)

Muestra Grupo cgl7154646 €g21915100 cg10189462 Ms Prediccion
BIOP-01 FTA 0,1435 0,8197 0,2267 0,7870 M
BIOP-02 FTA 0,5634 0,7793 0,1662 0,4524 M
BIOP-03 FTA 0,6809 0,7833 0,6927 0,0000 BN
BIOP-04 FTA 0,8665 0,76 0,5773 0,0270 BN
BIOP-05 FTA 0,4185 0,6109 0,4859 0,5530 M
BIOP-06 FTA 0,4698 0,8172 0,4627 0,1240 BN
BIOP-07 FTA 0,7884 0,7853 0,5479 0,0470 BN
BIOP-08 FTA 0,5602 0,7436 0,428 0,3542 M
BIOP-100 FTA 0,4012 0,7654 0,661 0,2328 BN
BIOP-101 FTA 0,8711 0,7766 0,8405 0,0002 BN
BIOP-52 FTA 0,811 0,7282 0,4347 0,3500 M
BIOP-53 FTA 0,255 0,7764 0,2097 0,7564 M
BIOP-57 FTA 0,5116 0,8251 0,6825 0,0000 BN
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Tabla S5 | Continuacidn tabla (2/2)

Muestra Grupo cgl7154646 €g21915100 cg10189462 MS Prediccién
BIOP-90 FTA 0,5333 0,7313 0,6815 0,0000 BN
BIOP-91 FTA 0,3078 0,7109 0,3749 0,7316 M
BIOP-11 FTC 0,1357 0,3768 0,197 1,0000 M
BIOP-12 FTC 0,1563 0,542 0,3493 1,0000 M
BIOP-14 FTC 0,2649 0,411 0,9484 0,5908 M
BIOP-15 FTC 0,1795 0,4835 0,2626 1,0000 M
BIOP-16 FTC 0,0776 0,6916 0,0806 0,9714 M
BIOP-17 FTC 0,1745 0,2747 0,3725 1,0000 M
BIOP-18 FTC 0,3974 0,761 0,1949 0,4847 M
BIOP-51 FTC 0,1374 0,7696 0,2488 0,7493 M
BIOP-55 FTC 0,0965 0,6759 0,4459 0,9456 M
BIOP-56 FTC 0,1518 0,405 0,1638 1,0000 M
BIOP-115 FVPTC 0,2392 0,4353 0,4019 0,9995 M
BIOP-63 FVPTC 0,1935 0,6978 0,4224 0,8007 M
BIOP-93 FVPTC 0,3938 0,6667 0,5719 0,1877 BN
BIOP-95 FVPTC 0,2958 0,2726 0,2266 0,9847 M
BIOP-96 FVPTC 0,2839 0,6306 0,4389 0,9594 M
BIOP-98 FVPTC 0,2011 0,3518 0,3145 1,0000 M
BIOP-99 FVPTC 0,1651 0,4035 0,2322 1,0000 M
BIOP-107 NH 0,4516 0,8048 0,6293 0,0005 BN
BIOP-108 NH 0,7287 0,7818 0,6495 0,0000 BN
BIOP-110 NH 0,5722 0,7781 0,712 0,0000 BN
BIOP-111 NH 0,529 0,7779 0,5813 0,0181 BN
BIOP-112 NH 0,4177 0,7598 0,7188 0,1362 BN
BIOP-24 NH 0,5293 0,7377 0,7018 0,0000 BN
BIOP-26 NH 0,4871 0,7786 0,7783 0,0000 BN
BIOP-29 NH 0,396 0,7818 0,7762 0,1255 BN
BIOP-30 NH 0,4517 0,7002 0,4689 0,5144 M
BIOP-31 NH 0,4152 0,7798 0,6472 0,0205 BN
BIOP-32 NH 0,5378 0,7786 0,788 0,0000 BN
BIOP-33 NH 0,3791 0,7817 0,6175 0,1997 BN
BIOP-34 NH 0,314 0,7775 0,6861 0,3234 M
BIOP-35 NH 0,4738 0,7422 0,7724 0,0005 BN
BIOP-36 NH 0,5897 0,7882 0,7973 0,0000 BN
BIOP-37 NH 0,4494 0,6969 0,6218 0,1250 BN
BIOP-38 NH 0,5693 0,7761 0,6995 0,0000 BN
BIOP-39 NH 0,5528 0,7481 0,7196 0,0000 BN
BIOP-40 NH 0,6045 0,7873 0,5783 0,0183 BN
BIOP-41 NH 0,7386 0,8097 0,679 0,0000 BN
BIOP-70 NH 0,4718 0,6647 0,6087 0,3734 M
BIOP-71 NH 0,5063 0,7516 0,5434 0,1338 BN
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e Tabla suplementaria 6

Tabla S6 | Informacion clinico-patoldgica y puntuaciones moleculares de malignidad calculados usando los
valores de metilacion del ADN obtenidos mediante pirosecuenciacion con bisulfito y el algoritmo de prediccion
en la cohorte de validacion. Se muestran los valores de metilacion para cada una de las 3 CpGs del modelo, asi
como el grupo diagnostico al que pertenecen y la prediccion de benignidad (BN) o malignidad (M) en funcion de
la puntuacion de malignidad (MS) obtenida. (1/3)

Muestra Grupo cg17154646 €g21915100 cg10189462 MS Prediccion
BIOP-09 FTA 0,1738 0,645 0,2189 0,9936 M
BIOP-10 FTA 0,5208 0,3263 0,3625 0,6278 M
BIOP-54 FTA 0,6303 0,7439 0,7338 0 BN
BIOP-243 FTA 0,1354 0,5047 0,1789 1 M
BIOP-210 FTA 0,7382 0,7064 0,5141 0,0896 BN
BIOP-227 FTA 0,4774 0,7458 0,6243 0,0006 BN
BIOP-236 FTA 0,2136 0,6698 0,566 0,848 M
BIOP-238 FTA 0,5587 0,6905 0,7499 0,0974 BN
BIOP-241 FTA 0,5807 0,7331 0,5268 0,0488 BN
BIOP-242 FTA 0,6113 0,6861 0,6799 0,1176 BN
BIOP-244 FTA 0,4103 0,7268 0,8701 0,0606 BN
BIOP-201 FTA 0,2538 0,6707 0,4131 0,9894 M
BIOP-235 FTA 0,9023 0,7417 0,7141 0 BN
BIOP-58 FTA 0,3828 0,7936 0,5583 0,23 BN
BIOP-59 FTA 0,417 0,7216 0,436 0,4292 M
BIOP-178 FTA 0,7301 0,7415 0,8717 0,0236 BN
BIOP-180 FTA 0,4691 0,7258 0,6595 0,0004 BN
BIOP-120 FTA 0,5078 0,7171 0,606 0,013 BN
BIOP-117 FTA 0,4982 0,7339 0,8566 0,0014 BN
BIOP-119 FTA 0,6414 0,7332 0,4748 0,1284 BN
BIOP-124 FTA 0,4456 0,7972 0,7783 0,0002 BN
BIOP-127 FTA 0,2604 0,3226 0,7286 0,7592 M
BIOP-118 FTA 0,5743 0,7497 0,6675 0,0006 BN
BIOP-13 FTC 0,2688 0,6383 0,3384 0,9914 M
BIOP-19 FTC 0,7467 0,6937 0,2242 0,5834 M
BIOP-194 FTC 0,5456 0,7173 0,2611 0,5138 M
BIOP-237 FTC 0,4501 0,6175 0,4972 0,3866 M
BIOP-182 FTC 0,3244 0,6946 0,281 0,8716 M
BIOP-148 FTC 0,2193 0,7613 0,6502 0,504 M
BIOP-150 FTC 0,0939 0,7561 0,1297 0,9176 M
BIOP-151 FTC 0,5301 0,5914 0,5792 0,2982 BN
BIOP-154 FTC 0,6195 0,7689 0,137 0,5208 M
BIOP-156 FTC 0,4619 0,6997 0,1717 0,5208 M
BIOP-152 FTC 0,2522 0,3151 0,258 0,9998 M
BIOP-116 FTC 0,1252 0,3375 0,1876 1 M
BIOP-23 FVPTC 0,1376 0,7376 0,5075 0,5948 M
BIOP-97 FVPTC 0,1358 0,6999 0,3159 0,936 M
BIOP-233 FVPTC 0,2978 0,4056 0,2479 0,9944 M
BIOP-232 FVPTC 0,246 0,3649 0,4133 0,9998 M
BIOP-64 FVPTC 0,1741 0,4344 0,265 1 M
BIOP-65 FVPTC 0,1636 0,6107 0,3239 0,9936 M
BIOP-191 FVPTC 0,5525 0,1866 0,3218 0,652 M
BIOP-188 FVPTC 0,1641 0,4749 0,2666 1 M
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Tabla S6 | Continuacién tabla (2/3)

Muestra Grupo cg17154646 €g21915100 cg10189462 MS Prediccion
BIOP-193 FVPTC 0,2069 0,6642 0,7992 0,6516 M
BIOP-176 FVPTC 0,1601 0,4914 0,2255 1 M
BIOP-189 FVPTC 0,3954 0,6278 0,5982 0,4052 M
BIOP-192 FVPTC 0,2534 0,2823 0,3625 0,9998 M
BIOP-94 FVPTC 0,29 0,6124 0,3747 0,9824 M
BIOP-157 FVPTC 0,6444 0,3605 0,2399 0,652 M
BIOP-159 FVPTC 0,1642 0,1795 0,2612 1 M
BIOP-165 FVPTC 0,2841 0,3818 0,4784 0,9244 M
BIOP-167 FVPTC 0,102 0,2931 0,1539 1 M
BIOP-173 FVPTC 0,2902 0,5261 0,5691 0,865 M
BIOP-161 FVPTC 0,2549 0,2479 0,3585 0,9998 M
BIOP-169 FVPTC 0,3959 0,4274 0,4047 0,8488 M
BIOP-171 FVPTC 0,3379 0,3969 0,5401 0,7464 M
BIOP-162 FVPTC 0,378 0,3502 0,1853 0,912 M
BIOP-259 HTA 0,4855 0,7621 0,6148 0,0426 BN
BIOP-264 HTA 0,5061 0,7118 0,7204 0,0152 BN
BIOP-265 HTA 0,8105 0,6959 0,5619 0,1698 BN
BIOP-266 HTA 0,4902 0,6963 0,664 0,0448 BN
BIOP-60 HTA 0,0892 0,6796 0,1735 0,9982 M
BIOP-258 HTC 0,144 0,5475 0,4427 0,9974 M
BIOP-257 micro-CPTC 0,8029 0,8249 0,7668 0,3766 M
BIOP-25 NH 0,5886 0,7604 0,832 0,0146 BN
BIOP-27 NH 0,4979 0,7397 0,6783 0 BN
BIOP-28 NH 0,6584 0,7125 0,7374 0,015 BN
BIOP-43 NH 0,4661 0,7947 0,6823 0,0002 BN
BIOP-44 NH 0,6138 0,5554 0,5334 0,3806 M
BIOP-45 NH 0,6093 0,7579 0,8184 0,014 BN
BIOP-46 NH 0,7489 0,7936 0,7564 0 BN
BIOP-47 NH 0,5736 0,7795 0,6899 0 BN
BIOP-48 NH 0,3114 0,7654 0,7272 0,2762 BN
BIOP-49 NH 0,4415 0,6952 0,5829 0,1048 BN
BIOP-50 NH 0,7245 0,8178 0,7886 0 BN
BIOP-195 NH 0,5167 0,6059 0,6992 0,2022 BN
BIOP-196 NH 0,5782 0,6417 0,7107 0,202 BN
BIOP-197 NH 0,3957 0,6647 0,7024 0,3342 M
BIOP-198 NH 0,6096 0,6905 0,5514 0,2132 BN
BIOP-199 NH 0,4557 0,6375 0,6381 0,2024 BN
BIOP-200 NH 0,7723 0,7056 0,582 0,0416 BN
BIOP-202 NH 0,5947 0,7071 0,7924 0,019 BN
BIOP-204 NH 0,5677 0,6872 0,6834 0,0992 BN
BIOP-205 NH 0,4664 0,6673 0,5119 0,3512 M
BIOP-68 NH 0,4323 0,5856 0,6195 0,273 BN
BIOP-69 NH 0,3548 0,7466 0,6269 0,1932 BN
BIOP-72 NH 0,487 0,6442 0,7267 0,202 BN
BIOP-74 NH 0,4324 0,727 0,7068 0,0046 BN
BIOP-75 NH 0,6108 0,7518 0,8931 0,0722 BN
BIOP-76 NH 0,4411 0,7283 0,7542 0,001 BN
BIOP-77 NH 0,6151 0,7182 0,5515 0,057 BN
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Tabla S6 | Continuacién tabla (3/3)

Muestra Grupo cgl7154646 €g21915100 cg10189462 MS Prediccion
BIOP-78 NH 0,5922 0,7084 0,3491 0,463 M
BIOP-79 NH 0,8359 0,732 0,7048 0 BN
BIOP-80 NH 0,5017 0,694 0,6672 0,0974 BN
BIOP-81 NH 0,3192 0,7833 0,582 0,1904 BN
BIOP-83 NH 0,7069 0,7606 0,838 0,0438 BN
BIOP-84 NH 0,4561 0,688 0,5696 0,2336 BN
BIOP-85 NH 0,2699 0,7773 0,636 0,3346 M
BIOP-86 NH 0,5779 0,7536 0,5494 0,0496 BN
BIOP-87 NH 0,6018 0,7635 0,4359 0,3918 M
BIOP-186 NH 0,5284 0,6812 0,6452 0,168 BN
BIOP-133 NH 0,3791 0,7291 0,7773 0,1766 BN
BIOP-135 NH 0,5566 0,7813 0,7878 0 BN
BIOP-137 NH 0,6509 0,7093 0,6049 0,016 BN
BIOP-138 NH 0,5721 0,7461 0,6592 0 BN
BIOP-143 NH 0,5535 0,7648 0,576 0,0742 BN
BIOP-103 NH 0,4493 0,7451 0,5684 0,0818 BN
BIOP-104 NH 0,5984 0,7591 0,7572 0,0144 BN
BIOP-106 NH 0,422 0,7522 0,7501 0,035 BN
BIOP-109 NH 0,7002 0,7393 0,6367 0,0006 BN
BIOP-113 NH 0,3206 0,7602 0,7692 0,2464 BN
BIOP-114 NH 0,549 0,7866 0,7842 0 BN
BIOP-245 PTC 0,2448 0,4402 0,486 0,9262 M
BIOP-246 PTC 0,2776 0,4404 0,6222 0,7634 M
BIOP-247 PTC 0,098 0,7746 0,1675 0,7998 M
BIOP-248 PTC 0,1976 0,233 0,3656 1 M
BIOP-249 PTC 0,3276 0,1443 0,3636 0,9244 M
BIOP-250 PTC 0,5793 0,7368 0,5389 0,048 BN
BIOP-251 PTC 0,51 0,7458 0,6898 0 BN
BIOP-252 PTC 0,127 0,1448 0,301 1 M
BIOP-253 PTC 0,6613 0,2382 0,1728 0,652 M
BIOP-254 PTC 0,3061 0,4674 0,4645 0,8298 M
BIOP-255 PTC 0,3574 0,5347 0,7141 0,538 M
BIOP-256 PTC 0,1582 0,5023 0,5191 0,8952 M
BIOP-260 PTC 0,1917 0,2617 0,3459 1 M
BIOP-261 PTC 0,317 0,5936 0,6089 0,5488 M
BIOP-262 PTC 0,258 0,3005 0,6412 0,7606 M
BIOP-263 PTC 0,4282 0,6889 0,7551 0,1338 BN
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e Tabla suplementaria 7

Tabla S7 Informacion clinico-patoldgica y puntuaciones moleculares de malignidad calculados usando los
valores de metilacion del ADN obtenidos mediante pirosecuenciacion con bisulfito y el algoritmo de prediccion
en la cohorte de PAAF. Se muestran los valores de metilacion para cada una de las 3 CpGs del modelo, asi como
el grupo diagnostico al que pertenecen y la prediccion de benignidad (BN) o malignidad (M) en funcion de la
puntuacion de malignidad (MS) obtenida. Se adjunta también la informacion relativa a los diagndsticos
anatomopatologicos postcirugia (PostQx)

Paciente cg17154646 €cg21915100 cg10189462 B Prediccion MS PostQx
PAAF-004 0,49 0,63 0,79 B3 BN 0,220 FTA
PAAF-020 0,49 0,66 0,77 B2 BN 0,136 NH
PAAF-032 0,62 0,64 0,82 B2 BN 0,220 NH
PAAF-034 0,41 0,69 0,66 B2 BN 0,174 NH
PAAF-042 0,45 0,68 0,74 B2 BN 0,132 NH
PAAF-043 0,56 0,70 0,80 B6 BN 0,024 PTC
PAAF-048 0,65 0,66 0,83 B3 BN 0,153 NH
PAAF-049 0,34 0,63 0,76 B3 M 0,480 | 22 PAAF: BII
PAAF-051 0,63 0,69 0,70 B2 BN 0,097 NH
PAAF-052 0,64 0,71 0,52 B2 BN 0,080 NA
PAAF-054 0,40 0,63 0,41 B2 M 0,845 NA
PAAF-055 0,62 0,72 0,89 B2 BN 0,071 NA
PAAF-056 0,69 0,68 0,93 B2 BN 0,251 NA
PAAF-057 0,59 0,67 0,88 B2 BN 0,250 NA
PAAF-059 0,54 0,65 0,79 B2 BN 0,154 NA
PAAF-063 0,53 0,45 0,57 B3 M 0,425 PAAF-071
PAAF-064 0,66 0,73 0,91 B2 BN 0,071 NA
PAAF-070 0,64 0,69 0,80 B2 BN 0,109 NA
PAAF-071 0,31 0,22 0,27 B5 M 0,940 FVPTC
PAAF-078 0,42 0,70 0,83 B2 BN 0,074 NA
PAAF-084 0,70 0,70 0,83 B2 BN 0,057 NA
PAAF-089 0,38 0,64 0,83 B2 M 0,446 NA
PAAF-108 0,41 0,71 0,41 B2 M 0,477 NA
PAAF-109 0,42 0,63 0,61 B2 BN 0,289 NA
PAAF-111 0,67 0,70 0,61 B2 BN 0,022 NA
PAAF-113 0,33 0,74 0,88 B2 M 0,303 NA
PAAF-142 0,42 0,59 0,74 B3 M 0,304 micro-PTC
PAAF-193 0,10 0,31 0,27 B6 M 1,000 PTC
PAAF-205 0,64 0,68 0,82 B3 BN 0,184 | 22 PAAF: BII
PAAF-216 0,52 0,41 0,93 B4 M 0,380 FTA

PAAF-222_A 0,14 0,22 0,21 B5 M 1,000 FTC
PAAF-222_B 0,20 0,25 0,21 B3 M 1,000 CPTC
PAAF-223 0,53 0,65 0,90 B3 BN 0,222 | Pendiente
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Figura S1| Informacion adicional relacionada con el experimento de secuenciacion del exoma.
Grdficos de barras que reflejan el nimero de lecturas finales emparejadas de secuenciacion asignadas
al genoma humano (hg38, grdfico superior) o la cobertura media del exoma (grdfico inferior) en el
experimento de secuenciacion del exoma. Las lineas grises y azules representan, respectivamente, las
puntuaciones media y mediana de todas las muestras
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Figura S2 | Niveles de metilacién de las 3 CpG (cg17154646, cg21915100 y cg10189462) en NIFTP con respecto
a los nodulos no tumorales. Diagramas de caja que ilustran los valores de metilacion del ADN de los CpG
indicados en el contexto de muestras benignas y NIFTP de un conjunto de datos de validacion GSE121377
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Figura S3 | Correlacion entre los valores de metilacion mediante pirosecuenciacion con bisulfito y los arrays de
metilacion para cada una de las 3 CpGs (cg17154646, cg21915100 y cg10189462) que componen el clasificador
de lesiones tiroideas de la cohorte de validacion. Se muestra la puntuacion de la correlacion de Pearson, la
significacion estadistica y el numero de casos incluidos en los diferentes subtipos histopatoldgicos.
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Figura $4 | Puntiaciones de malignidad del conjunto de datos de descubrimiento utilizando arrays
de metilacion EPIC. Grdfico de puntos que muestra las puntuaciones de malignidad de los tumores
tiroideos inferidas de las muestras utilizadas en el conjunto de datos de entrenamiento. Se indica el tipo
de cdncer y la prediccion diagndstica (BN benigno o M maligno) de cada muestra utilizando el
clasificador de bosque aleatorio de tres CpG.
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Figura S5 [Diferencias estadisticas entre los niveles de metilacion en las muestras NH y FTA de las
cohortes de descubrimiento y validacion Diagrama de caja que indica los valores de metilacion del
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ADN de las muestras de NH y FTA en el contexto de los tres sitios CpG utilizados para el modelado de
la malignidad molecular del cdncer de tiroides mediante pirosecuenciacion.

e Figura suplementaria 6
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Figura S6 | Comparacion de la calidad de las muestras tras la extraccion de material genético a partir
de PAAF (n =24), citologias de archivo (n =5) o la combinacion de ambos (n = 23). Diagrama de cajas
que muestran: (a) Concentracion del ADN (ng/ul) para cada muestra testada. (b) La relacién de
absorbancia a 260 nm y 280 nm. Se utiliza para evaluar la pureza del ADN y el ARN. Una proporcion de
~1.8 generalmente se acepta como "pura" para el ADN. Valores inferiores suelen indicar que una
muestra estd contaminada con fenol residual, guanidina u otro reactivo utilizado en el protocolo de
extraccion. También se pueden encontrar proporciones imprecisas a concentraciones muy bajas (< 10
ng/ul) de dcidos nucleicos. (c) La relacion 260/230 se utiliza como medida secundaria de la pureza de
los dcidos nucleicos. Los valores para considerar una muestra "pura", suelen ser mds altos que los
respectivos valores del ratio 260/280. Los valores esperados estdn comtnmente en el rango de 2.0-2.2.
Sila relacion es apreciablemente mds baja de lo esperado, puede indicar la presencia de contaminantes
que absorben a 230 nm. La guanidina HCL, los carbohidratos y el fenol tienen una absorbancia cercana
a los 230 nm. La significacion estadistica entre las condiciones se calculé mediante una prueba no
paramétrica (test de Wilcoxon; * p-valor < 0,05, ** p-valor < 0,01, *** p-valor < 0,001)
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Figura S7 | Discriminacion de PAAF mediante el clasificador epigenético. Grdficos de barras que
muestran el porcentaje de metilacion de los tres CpG analizados por pirosecuenciacion por grupo de
muestras Bethesda I, I1l/IV y V/VI.
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