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RESUMEN

TITULO:  TAMIZACION GENETICA DEL PROTO-ONCOGEN RET EN UNA RED FAMILIAR
DEL NORORIENTE COLOMBIANO AFECTADA POR CARCINOMA MEDULAR DE
TIROIDES FAMILIAR. ESTABLECIMIENTO PRELIMINAR DE LA CORRELACION
GENOTIPICA Y FENOTIPICA”

AUTORA: ADRIANA LUCIA MANOSALVA CORTES™

PALABRAS CLAVE: RET, NEM 2, CMTF, C618S

DESCRIPCION

Las mutaciones germinales en el proto-oncogén RET causan NEM 2 y CMTF. La mutacién RET
C618S (TGC/TCC), segun la ATA, es de riesgo B (moderado) y se asocia con NEM 2A y CMTF,
con penetrancia del 100% para CMT y riesgo menor para HPT, FEO y EH. Aqui, reportamos un
caso de CMTF asociado con la mutacién C618S y coexistente con CPT y TH. Se identifico una
familia del nororiente colombiano, de 31 miembros con 9 afectados por enfermedad nodular
tiroidea, sin evidencia de otras patologias asociadas a NEM 2 y se diagnéstico presuntivamente
con CMTF. Una paciente de 41 afios de edad, de este grupo, con diagnéstico de CMT, se trato
mediante tiroidectomia total y vaciamiento ganglionar. Los analisis histopatolégicos mostraron
CMT, CPT y TH y multiples metéastasis ganglionares del CMT. Posteriormente, la paciente ha
mantenido remisién clinica y bioquimica durante 7 afios y sin otras patologias asociadas a NEM 2.
En la paciente y en 13 de 28 miembros de la familia estudiados, se encontr6 la mutacién C618S. El
CPT en pacientes con mutaciones del proto-oncogén RET y CMT se considera incidental. Las
mutaciones RET K603Q, M918T, V804L y C634S se han encontrado en familias con NEM 2
afectadas tanto por CMT y CPT. Estudios in vitro en células epiteliales de tiroides, han mostrado
cierta actividad mitogénica de estas mutantes. La coexistencia de TH con CMT es rara, pero es
frecuente con CPT. Por lo tanto, la causa del CPT observado en este caso podria ser la TH, mas
que la mutacién de RET. Hasta donde conocemos, este es el primer reporte de la mutacién RET
C618S en asociacion con CMTF y CPT. Estas observaciones justifican estudios moleculares y

celulares adicionales para determinar la actividad transformadora de la mutacion RET C618S.

* Trabajo de Investigacion
“Facultad de Salud, Escuela de Medicina y Escuela de Microbiologia. Director: Herman Jose
Arteaga Narvaez Codirectora: Clara Ines Vargas Castellanos
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ABSTRACT

TITLE: GENETIC SCREENING OF THE RET PROTO-ONCOGENE RET IN A COLOMBIAN
NORTH-EAST KINDRED AFFECTED WITH FAMILIAL MEDULLARY THYROID
CARCINOMA. PRELIMINARY ESTABLISHMENT OF A GENOTYPE-PHENOTYPE
CORRELATION

AUTHOR: ADRIANA LUCIA MANOSALVA CORTES™

KEYWORDS: RET, MEN 2, FMTC, C618S

DESCRIPTION

Different germ-line mutations in the RET proto-oncogene cause MEN2 and FMTC. The MTC and
PTC association is rare, although the reported cases are increasing. The RET C618S (TGC/TCC)
mutation is classified as level B or higher risk and is associated with MEN2A and FMTC, with an
organ penetrance of 100% for MTC and minor risk for PHPT, PHCT and HSCR. Here, we report a
case of FMTC associated with PTC, HT and the RET C618S mutation. A 31 member kindred, from
the Colombia Northeast, with at least 9 members affected by thyroid nodular disease and none
evidence of other MEN 2 associated diseases, was identified and a presumptive diagnosis of FMTC
was stablished. A 41-year-old female patient, from this group, underwent total thyroidectomy after
clear findings of MTC. Histopathology analysis showed MTC, papillary microcarcinoma and HT.
MTC dissemination to multiple regional lymph nodes was observed. After complete ablation of the
affected lymphatic chains, the patient has remained with clinical and biochemical remission for 7
years. The mutation C618S was found in the patient and in 13 out 28 studied family members. PTC
in patients with MTC and RET mutations is considered coincidental and the RET K603Q, M918T,
V804L and C634S mutations have been reported in families with MEN2 affected by both MTC and
PTC. Studies in vitro have shown some mitogenic activity of these mutants in thyroid epithelial cells.
The association of HT with MTC is rare but is clear with PTC. Therefore, the cause of the PTC
observed in this case could be the HT background rather than the RET mutation. To our knowledge
this is the first report of the RET C618S mutation in association with FMTC and PTC. This
observation warrants further molecular and cellular studies regarding the transforming activity of the
RET C618S mutation.

* Faculty of Health, School of Medicine-School of Microbiology and Bioanalysis. Director: Herman Jose
Arteaga Narvaez Co-Director: Clara Ines Vargas Castellanos
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INTRODUCCION

El Carcinoma Medular de Tiroides (CMT) es un tumor que afecta las células
parafoliculares (células C, productoras de calcitonina) de la glandula tiroides,
representa el 5-10% de todos los canceres tiroideos (Leboulleux et al., 2004) y
puede presentarse en forma esporadica o hereditaria. La condicion heredable
forma parte de un sindrome poliglandular, el Sindrome de Neoplasia Endocrina
Multiple (NEM), que se relaciona con la apariciobn de neoplasias en uno 0 mas
organos endocrinos y en algunos casos con presencia de otras patologias no
endocrinas. Las neoplasias endocrinas hereditarias muestran una penetrancia
variable dependiendo de la mutacién relacionada, y ademas estan acompafadas
de un patrén de expresion también variable, no so6lo en la presentacion clinica sino

también en la edad de aparicion de la enfermedad (Hyer et al., 2005).

EI CMT asociado a NEM puede estar acompafiando a otras patologias
neuroendocrinas tales como feocromocitoma e hiperparatiroidismo, entre otras y
en este caso constituye parte de un tipo de NEM denominada NEM tipo 2 (NEM 2)
de la cual existen dos subtipos, la NEM tipo 2A (NEM 2A) y la NEM tipo 2B (NEM
2B) 6 puede presentarse como una entidad Unica, constituyendo lo que algunos
autores consideran un subtipo de NEM 2 denominado Carcinoma Medular de
Tiroides Familiar (CMTF), aunque otros autores consideran el CMTF como una
variable de NEM 2A (Niccoli-Sire et al., 1999; Kloos et al., 2009; Wells et al., 2015)

El CMT heredable es una patologia tumoral con 100% de penetrancia (Ponder et
al., 1988), asociada a varios tipos de mutaciones en el proto-oncogén RET (del
inglés RErranged duringTransfection), las cuales se relacionan con su forma de
aparicion, solo o acompafado de otras alteraciones, su grado de agresividad y la
edad de aparicion (Plaza-Menacho et al, 2006; Niederle et al., 2014). Esta alteracion se

transmite con un patrén de herencia autosémica dominante y por lo tanto es
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bastante util y relativamente facil identificar los individuos portadores de la
mutacion relacionada en una red familiar afectada por la forma heredable del
CMT. ElI CMT heredable es una entidad de buen prondstico, si su diagnéstico se
hace en forma temprana y es una entidad curable si se trata con tiroidectomia
antes de la diseminacion del tumor. Ademas, es prevenible si se realiza una
tiroidectomia profilactica, a la edad apropiada en los individuos portadores de la
mutacion. La caracterizacion molecular de la mutacion circulante en redes
familiares afectadas de CMT permite definir conductas médicas apropiadas mas
personalizadas y curativas, permitiendo la oportunidad de reducir la morbilidad y
la mortalidad para este tipo de tumor (Kloos et al., 2009; Wells et al., 2015).
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar genotipicamente los individuos de una red familiar afectada con
Carcinoma Medular de Tiroides Familiar (CMTF) y establecer la correlacion entre
el tipo de mutacion presente y las caracteristicas clinicas de la enfermedad en los

individuos sintomaticos.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar los miembros portadores de mutaciones en el proto-oncogén RET

dentro de la red familiar.
Establecer la correlacién entre el tipo especifico de mutacién en la secuencia del

proto-oncogén RET encontrada en la red familiar y las caracteristicas clinicas de la

enfermedad en los individuos sintomaticos.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El grupo de Cirugia de Cabeza y Cuello del Hospital Universitario de Santander
identificé varios pacientes, relacionados consanguineamente, afectados con CMT
provenientes de la Provincia Guanentina de Santander en el Nororiente
Colombiano y se sospecho la posibilidad de la presencia de un caso de NEM 2.
Posteriormente, junto con el grupo de Inmunologia y Medicina Molecular de la
Facultad de Salud de la Universidad Industrial de Santander, se identific6 una red
familiar afectada por CMT con siete generaciones de individuos y se realizo el
diagnéstico presuntivo de NEM 2. En esta familia se desconocia el componente
genético asociado a esta patologia familiar, el cual probablemente seria una

mutacion en el proto-oncogén RET.

Dada la importancia, y la facilidad relativa de la caracterizacion molecular de
diversas patologias hereditarias, mediante técnicas de biologia molecular,
actualmente consideradas convencionales, se decidio identificar la mayor cantidad
de miembros de la red familiar relacionados con los individuos afectados por CMT,
para realizar la tamizacon genética en busca de la mutacion circulante en la red
familiar y establecer la condicion de portador para cada miembro estudiado.

Esto es de gran significado en CMTF dado que esta es la Unica patologia tumoral
hereditaria con 100% de penetrancia y la caracterizacibn molecular de esta
constituye una herramienta fundamental para el diagndstico temprano con el fin de
establecer el tratamiento definitivo para todos los individuos portadores de
mutacion RET en redes familiares con casos de CMT, permitiendo también
clasificar acertadamente a la familia en el subtipo de NEM vy establecer el
pronéstico y las estrategias terapéuticas y de prevencion (Brandi et al., 2001; Yip et
al., 2003).
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Adicionalmente, es importante destacar que la identificacion de portadores permite
orientar y hacer mas eficiente la utilizacion de otras pruebas diagndsticas tales
como la determinacion de niveles de calcitonina basal y/o post-estimulo con
pentagastrina en individuos con sospecha de CMT (Van Veelen et al., 2009; Erovic
etal., 2012).

La Asociacion Americana de Tiroides (ATA, del inglés American Thyroid
Association) inicialmente establecié un sistema de clasificacion en 4 niveles de
riesgo (de A a D, de menor a mayor nivel de riesgo) en NEM 2 basados en el tipo
de mutacion especifica que afecta a codones determinados del proto-oncogén
RET (Kloos et al., 2009), mas recientemente Wells y colaboradores definen 3 tipos
de niveles de riesgo, el nivel de riesgo moderado agrupando los niveles A y B,
nivel de riesgo alto para C y nivel de riesgo muy alto para D (Wells et al., 2015). El
sistema de clasificacién de riesgo permite agrupar dichas mutaciones en grados
de agresividad de acuerdo a la probabilidad de metastasis, la presencia de
diferentes tipos de neoplasias y otras patologia asociadas a NEM 2, la edad de
aparicion de cada una de las posibles patologias y la mortalidad asociada a cada
tipo de mutacion; por ejemplo, las mutaciones en los codones 883 y 918 se
consideran de riesgo D y para este caso la tiroidectomia profilactica es
recomendada antes del primer afio de vida; para las mutaciones de riesgo C,
relacionadas con mutaciones en el codén 634 la tiroidectomia es requerida entre
los 2 y 4 afos de vida; para el caso de las mutaciones clasificadas con riesgo B la
tiroidectomia profilactica es recomendada antes de los 5 afios y para el riesgo A
antes de los 10 afios de edad. Para cada caso particular se deben considerar
algunos criterios adicionales (Kloos et al., 2009; Niederle et al., 2014). La deteccién
molecular del genotipo asociado en esta familia afectada por CMT hereditario es
factible y relativamente facil en nuestro medio, dadas las facilidades para
desarrollar los procedimientos moleculares requeridos y es de gran importancia
para la familia afectada y para los médicos tratantes (Brauckhoff et al., 2004; Kloos

et al., 2009). En nuestro medio este tipo de diagndstico molecular no esta adn
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disponible como herramienta rutinaria de diagnostico y dada su viabilidad se
considerd importante y necesario la caracterizacion molecular de esta red familiar.
Adicionalmente, es de interés académico y de importancia médica y de salud
publica la caracterizacion de las mutaciones circulantes en la region, asociadas a
los diversos tipos de patologias hereditarias y el establecimiento de las
correlaciones fenotipo-genotipo propias de nuestra poblacion.
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3. MARCO TEORICO

3.1 GLANDULA TIROIDES

3.1.1 Generalidades

Anatomia La glandula tiroides se encuentra ubicada medialmente, en la cara
anterior del cuello por debajo del cartilago cricoides, anterior a la traquea y la
faringe, dentro del espacio visceral (Ellis, 2007). El peso estimado de la glandula
tiroides en un adulto es de 30 gramos y se extiende desde el segundo hasta el
sexto cartilago cricoide; cuando aumenta de tamafo, puede alcanzar el espacio
retroesternal del mediastino. El nombre caracteristico de este 6rgano se debe a su
particular apariencia de escudo, y proviene del vocablo griego (Buvpoegldng-
thyroeidees, en forma de escudo), debido a que se consideraba que esta
estructura era un escudo protector de la laringe (Quiroga-Sanchéz, 2013). La tiroides
es un érgano simétrico, impar y encapsulado, formado por dos Iébulos unidos por
un segmento medio denominado istmo y sobre éste se puede encontrar en

algunos casos, un tercer I6bulo, el I6bulo piramidal (Fancy et al, 2010).

Drenaje linfatico La glandula tiroides es un 6rgano relativamente pequefio pero
tiene una inervacion, irrigacion sanguinea y drenaje linfatico relativamente
complejos. La comprensién del drenaje linfatico de la tiroides es importante,
debido a que la conducta quirdrgica durante la tiroidectomia profilactica en los
pacientes portadores de mutaciones asociadas a Cancer Medular de Tiroides
Familiar (CMTF) en el proto-oncogén RET, incluye vaciamiento ganglionar de

distinto grado segun el tipo de mutacion y la edad del paciente (Kloos et al., 2009).
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Los canales linfaticos superiores y medios que drenan la tiroides vierten su
contenido en los ganglios superiores profundos de la cadena cervical. En el 20%
de los casos se puede encontrar drenaje linfatico de la parte posterior de los
I6bulos tiroideos al espacio faringeo y retrofaringeo. Los canales linfaticos
inferiores de la tiroides drenan a los ganglios inferiores de los plexos cervical,
supraclavicular, paratraqueal y parafaringeos (Mohebati & Shaha, 2012).

3.1.2 Histologia. EIl primordio tiroideo esta constituido, inicialmente, por una
masa solida de células endodérmicas las cuales entre las semanas 8 y 12 de la
gestacion se interconectan y fusionan para dar lugar a un lumen central o foliculo
tiroideo; las células remanentes se disponen en una Unica capa alrededor del
lumen y se conocen como células foliculares. Entre las semanas 11 y 12 de
gestacion, aparece el componente coloidal del lumen en los foliculos. Durante este
mismo periodo, los foliculos tiroideos comienzan a incorporar yodo y se puede
evidenciar el inicio de la sintesis y secrecion de las hormonas tiroideas (Mohebati &
Shaha, 2012). Otro tipo de células que se observa en el tejido tiroideo son las
llamadas células parafoliculares o células C, las cuales derivan su nombre a partir
de su disposicion parafolicular e interfolicular en la tiroides de algunas especies.
Sin embargo, independiente de su patrén de distribucién, las células C estan
siempre adheridas a las células foliculares en la glandula tiroides de los mamiferos
(Figura 1). En humanos, las células C normales se localizan predominantemente
dentro del foliculo tiroideo y menos del 1% tienen localizacion parafolicular (Fancy
et al, 2010; Schmid, 2015). La glandula tiroides no tiene conductos, esta libera sus
secreciones directamente al torrente sanguineo. Las secreciones endocrinas
tiroideas tienen un papel preponderante en la regulacion del metabolismo y
durante el periodo fetal tienen una funcion importante en la maduracion del
cerebro (Kester et al., 2004).
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Figura 1. Patron de distribucion de las células C en la glandula tiroides de dos

especies diferentes

- - - -

Adaptado de (Williams, 1966) en A 'y de (Schmid, 2015) en B.

La figura muestra las células C localizadas, (A) entre los foliculos tiroideos, lo que
hace alusion al nombre original de células parafoliculares; en este caso se
observan como un componente adicional del tejido epitelial tiroideo, esta
distribucién se observa en las aves; el patréon de localizacién de las células C en
los mamiferos (B) es diferente; la figura corresponde a tejido tiroideo en el perro y
en el cual las células C se encuentran dentro de los foliculos tiroides (color café)
intercaladas entre las células foliculares (color azul). Este dltimo patron de
localizacion es el observado en el tejido tiroideo humano, en el cual menos del 1%

de células C se localizan en el espacio parafolicular.

3.1.3 Embriologia. La glandula tiroides se origina del diverticulo tiroideo, el cual
se forma, alrededor de la cuarta semana de gestacion, a partir del endodermo
faringeo, entre la primera y segunda bolsa faringea; esta estructura penetra el
tejido mesenquimatoso originado de la cresta neural; desciende para situarse,
alrededor de la séptima semana de gestacion, en la parte inferior del cuello y se
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expande lateralmente para formar dos I6bulos simétricos. Parte de la tiroides se
forma a partir de un componente derivado de la cuarta y quinta bolsas faringeas,
el cuerpo ultimo branquial. Inicialmente se consideré que en los humanos las
células de la cresta neural migraban al cuerpo ultimo branquial y daban lugar a las
células C de la tiroides, las cuales infiltraban la glandula tiroides al momento de la
fusion del cuerpo ultimo branquial con la tiroides (Policeni et al., 2012). Sin embargo,
datos recientes de estudios, con técnicas de biologia molecular, demuestran que
las células de la cresta neural no migran al cuerpo ultimo branquial y que las
células C de la tiroides de los mamiferos se derivan del endodermo. La glandula
tiroides es funcional a partir del tercer mes de gestacion (Johansson et al., 2015;
Kameda, 2016).

3.1.4 Origen de las células parafoliculares o células C. Los primeros estudios
relacionados con el origen embriolégico de las células parafoliculares han
vinculando este tipo celular con una procedencia neuroectodermica a partir de la
cresta neural (Whitwam, 1977) (Fontaine & Le Douarin, 1977). Las células de la
cresta neural son células migratorias y pluripotenciales que surgen de conexiones
entre el tubo neural y el ectodermo dorsal, y dan origen a diversos tipos de células,
incluyendo neuronas periféricas y células gliales de los sistemas sensorial,
simpético y entérico, melanocitos, células del tejido 6seo y cartilaginoso, células
del tejido conectivo craneofacial y del musculo liso (Fontaine & Le Douarin, 1977)
(Baker & Bronner-Fraser, 1997), como también células endocrinas, células
cromafines de la médula adrenal y en algunas especies células parafoliculares de
la glandula tiroides (Pearse, 1966; Le Douarin & Teillet, 1974; Adams & Bronner-Fraser,
2009).

Sin embargo, desde tiempo atras algunos investigadores han cuestionado el que
se haya atribuido el origen a partir de la cresta neural a varios tejidos, sin

evidencia directa (Andrew et al., 1998). De hecho, en investigaciones recientes se
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muestran evidencias experimentales sélidas que descartan el origen de las células

parafoliculares a partir de la cresta neural (Johansson et al., 2015; Kameda, 2016).

La células C de la tiroides producen calcitonina, la cual reduce las concentraciones
séricas de calcio y mantiene asi su homeostasis. El patron de distribucion de las
células C es especifico de especie; asi por ejemplo a diferencia de lo que sucede
en otras especies, por razones aun no conocidas, en los mamiferos las células C
de la tiroides estan en estrecho contacto con las células foliculares, adheridas a su

cara basal y son fundamentalmente intrafoliculares.

En otros vertebrados las células C se encuentran separadas en la glandula ultimo
branquial, la cual se deriva del cuerpo ultimo branquial. Este ultimo, en los
mamiferos se fusiona a la cara posterior de cada uno de los Iébulos tiroides y se
disemina entre las células del parénquima del primordio tiroideo, dando origen a
las células C (Kameda et al., 2009). La integracion en este sitio explica porque las
células C no se encuentran en todo el I6bulo tiroideo, sino que estan restringidas

su area media y tercio superior (Fancy et al., 2010).

Utilizando modelos de ratones transgénicos, que expresan sistemas de genes
reporteros bajo el control de promotores de genes constitutivos, pero
condicionados a la activaciébn de promotores de genes especificos de linajes
celulares, ha sido posible rastrear, a lo largo del transcurso del desarrollo
embrionario, el proceso de colonizacion de las células progenitoras embrionarias y
la diseminacion de sus descendientes a los sitios en los que se conforman los
diferentes tejidos y estructuras anatdmicas, que dan lugar a la glandula tiroides
(Blanpain & Simons, 2013). Con base en este tipo de experimentos, diferentes
grupos de investigacion han mostrado recientemente evidencias directas, muy
convincentes, las cuales sugieren que las células C de la tiroides se originan
durante el desarrollo glandular del endodermo anterior en la porcion faringea del

intestino anterior (Johansson et al., 2015; Kameda, 2016).
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La tiroides y el cuerpo ultimo branquial se derivan del ectodermo faringeo a partir
del diverticulo tiroideo y de la cuarta bolsa faringea, respectivamente. Inicialmente,
mediante experimentos en modelos animales de aves, se demostrdo que células
mesenquimales de la cresta neural colonizan la tiroides y la glandula udltima
branquial y dan lugar en esta ultima glandula a las células C (Le Liévre & Le
Douarin, 1975). Por analogia y sin evidencias directas, como se expreso
anteriormente, se ha asumido desde hace muchos afios que en los mamiferos
superiores y en los humanos las células C se originan de la cresta neural. No
obstante, utilizando un sistema de ratones transgénicos Cxn43-laZz y Wntl-
Cre/R26R, el cual permite el rastreo genético de las células derivadas de la cresta
neural que migran a diferentes tejidos, Kameda y colaboradores demostraron que
las células mesenquimales de la cresta neural que colonizan los arcos faringeos,
no invaden la cuarta bolsa faringea ni el cuerpo ultimo branquial (Kameda et al.,
2007b).

Trabajos adicionales han demostrado que en ratones las células C expresan
cadherina E, marcadores de células de origen epitelial (Kameda et al., 2007b) y
marcadores genéticos exclusivos de células de origen endodérmico como Isletl
(Westerlund et al., 2008) y Foxa2, el cual es expresado en el endodermo del
intestino anterior (Johansson et al., 2015). Finalmente, Johansson y colaboradores,
en experimentos de rastreo de linajes celulares con ratones transgénicos Sox17-
2A-iCre/R26R, demostraron que las células C se derivan del endodermo anterior a
partir de precursores Sox17+ predeterminados para coexpresar los genes Foxal y

Foxa2, caracteristicos de las células C (Johansson et al., 2015).

El gen Mashl se expresa en el cuerpo ultimo branquial pero no es esencial para
su formacién, sin embargo, se requiere para la diferenciacion y supervivencia de
las células C. El gen Nkx2.1 codifica para un factor de transcripcion esencial para
el desarrollo normal del cuerpo ultimo branquial y del primordio tiroideo, como

también para la proliferacion tanto de las células foliculares como de las células C
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de la tiroides, ademas de jugar un papel fundamental en la produccién de las
hormonas tiroideas, estos dos marcadores sugieren que algunas células
foliculares pudieran tener origen en el cuerpo ultimo branquial. Experimentos
utilizando ratones heterocigoticos para la deficiencia de Nkx2.1 muestran
rudimentos del cuerpo ultimo branquial no fusionados con tejido tiroideo pero que
presentan pequefios foliculos rudimentarios e inmunoreactividad para hormonas
tiroideas. Los factores de transcripcion Mashl, Hesl y Nkx2.1 son esenciales para
la diferenciacion y sobrevivencia de las células C-progenitoras (Fagman & Nilsson,
2010). En experimentos en ratones, la deficiencia del gen Nkx2.1, se ha asociado a
ausencia completa de células C o presencia de unas pocas células en el |6bulo
tiroideo (Kimura et al., 1996).

3.1.5 Aspectos fisiolégicos. La glandula tiroides produce hormonas tiroideas a
partir de las células foliculares, en respuesta al efecto de la hormona estimulante
de la tiroides (TSH del inglés, Thyroid-Stimulating Hormone) producida por la
glandula pituitaria, la cual a su vez es liberada por el estimulo de la hormona
liberadora de tirotropina (TRH del inglés, Thyrotropin-Releasing Hormone). Estas
hormonas son importantes para la homeostasis del metabolismo basal y el gasto
energético, como también para el mantenimiento de energia actuando
virtualmente sobre el metabolismo de todas las células. Estas funciones por lo
tanto son esenciales para el crecimiento y desarrollo del organismo,
especialmente durante el desarrollo embrionario. La produccion de hormonas
tiroideas esta regulada también por la ingesta de yodo cuya captacion y
almacenamiento por las células foliculares es inducida por TSH. El yodo es
utilizado para la yodacién de residuos de tirosina de la proteina Tiroglobulina (Tg)
a partir de la cual se generan las hormonas tiroideas Tetrayodotironina (T4) y
Triyodotironina (T3). Entre las funciones mas importantes de estas hormonas
estan el incremento en el consumo de oxigeno, la oxidacion de acidos grasos y la

generacion de calor sin producciéon de ATP, sintesis y degradacién de proteinas,
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glucogendlisis y gluconeogénesis inducida por epinefrina (lo cual afecta la sintesis
de glucogeno inducida por insulina), sintesis y utilizacién de glucosa y sintesis de
colesterol. Mediante estos mecanismos y otras acciones organo especificas las
hormonas tiroideas regulan la funciébn de érganos importantes tales como el
cerebro, hueso, sistema cardiovascular, tejido graso, corazén, cerebro y pituitaria,

entre otros (Cavalieri, 2009).

La mayoria de las células C producen calcitonina, una pequefia hormona de 32
aminoacidos que puede presentar dos isoformas necesarias para Ssu
funcionamiento, una de ellas funciona como agonista y la otra como antagonista
del receptor de la calcitonina. Una pequefia fraccion de las células C producen
exclusivamente el Péptido Relacionado con el Gen de la Calcitonina (PRGC) el
cual es codificado por el mismo gen de la calcitonina y se genera por un
mecanismo de corte y empalme diferencial del transcripto primario. EL PRGC es
un potente vasodilatador, producido fundamentalmente por fibras nerviosas
sensitivas (Grunditz et al., 1986). La produccion de calcitonina se eleva con los
incrementos de calcio sérico, también con la produccion de otras hormonas
gastricas y el péptido sintético pentagastrina (Foster, 1968; Barbot et al., 1994). La
calcitonina reduce los niveles de calcio sérico fundamentalmente disminuyendo la
reabsorcién 6sea, incrementado su excrecion renal y disminuyendo la reabsorcion
intestinal. Las células C producen otros factores regulatorios que modulan la
actividad de las células foliculares y para lo cual se requiere el contacto célula a
célula (Bouknight, 2003; Stathatos, 2012).
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3.2 TUMORES TIROIDEOS

3.2.1 Generalidades. EIl término tumor tiroideo hace referencia a una gran
variedad de lesiones de la glandula tiroides originadas a partir de un nddulo
tiroideo, en sus estadios iniciales de diagnostico. Los nodulos tiroideos pueden
clasificarse como benignos, indeterminados/sospechosos y malignos e involucran
una amplia gama de procesos patologicos. Por lo tanto, para el manejo adecuado
del paciente se requiere un procedimiento de diagndstico planificado que incluya
una adecuada evaluacion de la historia clinica, pruebas de laboratorio, resultados
ecograficos y en la mayoria de los casos, evaluacion citologica de material
sospechoso obtenido mediante aspirado con aguja fina (Cooper et al., 2006; Albarel
et al.,, 2012; Mclver, 2013). Adicionalmente, en las guias de manejo y control del
paciente adulto con nodulo tiroideo, es reconocido el uso de marcadores genéticos
moleculares, como complemento de los estudios citopatoldgicos (Camargo et al.,
2009; Haugen, et al., 2016).

Las lesiones nodulares tiroideas incluyen los neoplasmas benignos y bien
diferenciados, los nédulos tipo bocio, y las alteraciones neoplasicas malignas, que
involucran canceres diferenciados, pobremente diferenciados, no diferenciados, y
los carcinomas medulares y anaplasicos. Los tipos histolégicos mas importantes
de tumores malignos de la glandula tiroides se derivan de los dos tipos de células
endocrinas de esta glandula, las células foliculares y las células parafoliculares.
Los tumores de células foliculares incluyen el Cancer Papilar de Tiroides (CPT), el
Céancer Folicular de Tiroides (CFT), el Cancer de Tiroides Pobremente
Diferenciado (CTPD) y el Cancer de Tiroides Anaplasico (CTA) (DelLellis et al.,
2004), estos tumores incluyen la mayoria de las enfermedades malignas de la
tiroides (Xing, 2013). El tumor que afecta las células parafoliculares o células C, es
el Cancer Medular de Tiroides (CMT) con una proporcién de aproximadamente el

3% de las neoplasias tiroideos. También se incluyen entre los canceres de tiroides
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los linfomas primarios de la tiroides (LPT) y el sarcoma primario de la tiroides
(SPT) (Giusti et al., 2010).

3.2.2 Epidemiologia del cancer de tiroides. EIl cancer de tiroides (CT) es el
décimo sexto tipo de cancer mas frecuente en el mundo. En el afio 2012 fueron
diagnosticados 298.000 casos nuevos de CT, lo cual corresponde al 2% del total
de casos reportados a nivel mundial para cualquier tipo de cancer (Ferlay et al.,
2015). Se estima que el CT es 2.9 veces mas comun en mujeres que en hombres.
A nivel mundial la frecuencia de CT se ha incrementando de manera continua,
particularmente en la poblacion femenina, especificamente los canceres
diferenciados de tiroides y predominantemente el CPT; sin embargo, la tasa de
mortalidad del CT ha permanecido estable, sugiriendo que el incremento de la
incidencia esta relacionado con el aumento en la eficiencia para la deteccién de
casos nuevos, debido a la utilizacién de la ultrasonografia diagnoéstica, lo cual ha
permitido mayor deteccién de microcarcinomas (Ferlay et al., 2015). También se
considera que factores medioambientales tales como la falta de ingesta de yodo
(Marcello et al., 2014) y la exposicion a radiacion ionizante (Zablotska et al., 2015)
pueden influir en la frecuencia del CT en las distintas poblaciones, regiones y

paises.

En 2012, se publicaron los resultados de la primera evaluacién del programa de
registros de casos de cancer basados en poblaciones de Bucaramanga, el cual
incluy6 la frecuencia de los diferentes tipos de cancer registrados durante el
periodo de 2003 a 2007. En este trabajo se reporté que el CT estaba entre los
primeros cinco tipos de tumores mas frecuentemente registrados en poblacion
femenina con una frecuencia del 5.6% mientras que en poblacion masculina fue
del 1.4%. En este estudio la tasa de incidencia del CT para mujeres y para
hombres fue de 9.7 y 2.6 casos por cada 100.000 personas, respectivamente
(Uribe et al., 2012).
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3.3 CARCINOMA MEDULAR DE TIROIDES

3.3.1 Generalidades. EI CMT representa del 2-3% del total de los neoplasmas
tiroideos (Giusti et al., 2010; Xing, 2013). EI CMT fue descrito inicialmente por Jaquet
en 1906 como un “bocio maligno con amiloide” (Jaquet, 1906), pero fueron Hazard y
colaboradores en 1959 quienes realizaron la caracterizacion clinica y patolégica
de este tipo de tumor (Hazard et al., 1959). Posteriormente, Williams vy
colaboradores en 1966 sugirieron que este tipo de tumor se derivaba de las
células parafoliculares (Williams, 1966; Williams & Pollock, 1966)

La presentacion clinica del CMT puede ser esporadica (75%) o familiar (22%-44%)
(Hemminki et al., 2001). La condicion heredable del CMT tiene un patron de
trasmision autosémico dominante con un grado de penetrancia del 100% y con
presentacion multifocal y bilateral (Fallah et al., 2013). EI CMT puede presentarse
en dos formas clinicas; (i) como un sindrome poliglandular denominado Neoplasia
Endocrina Mdultiple (NEM) tipo 2 (NEM 2), el cual incluye las subclases NEM 2A
(55%) y NEM 2B (5-10%) o (ii) como un sindrome hereditario asociado unicamente
con presencia de CMT, denominado Carcinoma Medular de Tiroides Familiar
(CMTF) (35%) (Norton et al., 2015).

Los reportes epidemiolégicos con respecto a la edad de presentacion del CMT
difieren unos de otros; sin embargo, se considera que en promedio en NEM 2B el
CMT se presenta durante la primera infancia, en NEM 2A durante la adultez
temprana y el CMTF en la edad media de la vida (Kloos et al., 2009). No obstante,
la edad en la cual se pueden identificar las primeras manifestaciones histologicas
de la variedad familiar del CMT puede variar grandemente debido a que cada vez
es mas frecuente la caracterizacion genética de los individuos portadores de
mutaciones asociadas con esta patologia en los grupos familiares afectados (Rios
etal., 2011).

35



3.3.2 Aspectos histopatolégicos relevantes del CMT. ElI CMT esté precedido
por una alteracion histolégica denominada Hiperplasia Neoplasica de las células C
(HCC) la cual puede ser identificada facilmente con técnicas histopatolégicas de
tincion (Wells et al., 2013), en especimenes de tiroides removidos por cirugia
profilactica en pacientes portadores de mutaciones del gen RET tefidos con
Hematoxilina-Eosina (HE). Los CMT esporadicos no estan precedidos por HCC.
En el CMT se considera que existe malignidad cuando la HCC hace invasion a
través de la membrana folicular. Sin embargo, una proporcion menor de CMT
pueden encontrarse notablemente circunscritos (Machens, 2003; Schmid, 2015).

El CMT es un tumor soélido firme, localizado generalmente en los dos tercios
superiores de la porcion lateral de la tiroides y en la forma familiar casi siempre es
multifocal y bilateral. Histolégicamente presenta una gran variedad y se
recomienda la confirmacién con la determinacion histoquimica de calcitonina. En
su forma clasica se caracteriza por la presencia de nidos de células neoplasicas
con morfologia poligonal o plasmocitoide. En tumores muy pequefios la aparicion
de desmoplasia estromal es un signo de invasividad y la gran mayoria de los
tumores claramente establecidos presentan esta alteracion; la presencia de
células multinucleadas es mas frecuente en los casos familiares que en los
esporadicos. La presencia de amiloide se observa entre el 60 al 80% de los CMT y
es tipo especifico (Khurana et al., 2004). Otros hallazgos histopatolégicos incluyen,
las calcificaciones y la neovascularizacion. Sin embargo, existe un gran nimero de
variables histolégicas y por lo tanto, la determinacién de distintos marcadores
histoquimicos es muy importante para corroborar el diagnéstico.

La gran mayoria de los CMT producen calcitonina y son positivos para este
marcador y negativas para tiroglobulina en tinciones de inmunohistoquimica.
Igualmente los niveles séricos de calcitonina se encuentran elevados en la
mayoria de los pacientes con CMT (Schroder et al., 1988; Kaserer et al., 2001; Schmid,
2015).
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3.3.3 Marcadores bioquimicos e inmunohistoquimica. La mayoria de los CMT
expresan  marcadores especificos de célula, Calcitonina, Antigeno
Carcinoembrionario (ACE) y Cromogranina A, un marcador para tejido neuro-
endocrino. Se considera que el uso de estos tres marcadores permite caracterizar
a la mayoria de los CMT (Schroder et al., 1988; Harach, 1992; DeLellis, 2004).
Adicionalmente, una gran variedad de péptidos y productos neuro-endocrinos
pueden ser detectados en una alta proporcion de CMT a diferentes
concentraciones (Wang, 1998; Chan, 2007; Van Veelen, 2009) Algunos CMT
denominados atipicos son negativos para calcitonina y ACE (Schmid & Ensinger,
1998) por lo cual algunos pacientes pueden carecer de niveles séricos elevados
de calcitonina (Frank-Raue et al., 2013); algunos de estos tumores sin embargo

pueden ser positivos para PRGC (Nakazawa et al., 2014).

3.3.4 Aspectos clinicos, de diagnostico y tratamiento. Los valores plasméaticos
elevados de calcitonina se pueden correlacionar con la presencia de CMT (Wells &
Franz, 2000). La calcitonina es el marcador seroldgico mas sensible y especifico en
el diagndstico prequirdrgico de CMT vy util en el seguimiento postquirargico (Hinze,
1998; Moley, 1998; Ismailov & Piulatova, 2004). Los valores plasmaticos de
calcitonina disminuyen sustancialmente después de la tiroidectomia, y en los
pacientes con compromiso regional se utiliza como marcador de evaluaciéon para

la condicion libre de metastasis.

El CMT es un tumor de crecimiento lento y la sobrevivencia de los pacientes bien
manejados medicamente es buena y el diagndstico precoz puede conducir a la
curacion del paciente. En los casos de CMTF, la cirugia profilactica puede prevenir
la aparicion de la enfermedad. El prondstico del curso del CMT, al momento del
diagnéstico, depende de su localizacion (Clark et al., 2000).

Los pacientes con tumores sin diseminacion ganglionar presentan largas

supervivencias, en la mayoria de los casos, mientras que aquellos que presentan
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metéstasis tienen un prondstico menos favorable (Bergholm, 1997; Erovic, 2012).

El diagnéstico y tratamiento del CMT esporadico y familiar presenta algunas
diferencias. El Unico tratamiento curativo es la cirugia, siempre y cuando sea
posible la remocién completa del tumor y sus metastasis ganglionares regionales.
En los casos de CMT esporadico el monitoreo con determinaciones de calcitonina
sérica de los pacientes con nodulo tiroideo es el método de eleccion para realizar
el diagnéstico de CMT. Mientras que en el CMTF la tiroidectomia profilactica
realizada de acuerdo al tipo de mutacion del gen RET es la conducta ideal (Cooper
et al., 2009).

Un incremento en el valor de las concentraciones de calcitonina sérica, después
de seis meses de reseccion glandular, es sugestivo de enfermedad residual o
metastasica. Estos pacientes requieren tratamiento quimioterapéutico sistémico.
Por su etiologia, en el CMT secundario a mutaciones en el gen RET, los
inhibidores de quinasas de tirosina han mostrado gran eficiencia (Sherman, 2015;
Craven, 2015). En el caso de los pacientes en quienes falla el tratamiento con
inhibidores de quinasas de tirosina, el tratamiento con farmacos citotoxicos sigue

siendo una alternativa (Ball, 2007).

3.4 NEOPLASIA ENDOCRINA MULTIPLE

3.4.1 Generalidades. La Neoplasia Endocrina Mdltiple (NEM) comprende una
serie de sindromes de origen genético autosémico dominante; por lo tanto la
identificacion temprana de la condiciébn de portadores en los individuos de las
familias afectadas es de crucial importancia y determina el curso y desenlace de la

enfermedad.
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La NEM puede ser definida como la apariciéon de dos 6 mas tumores endocrinos
en un paciente y comprende varios sindromes poliglandulares, cada uno
caracterizados por la presencia de tumores malignos o benignos y otras
alteraciones que comprometen distintos patrones de grupos de d&rganos
endocrinos y, en ocasiones, otros 6rganos Yy tejidos. Existen tres grandes grupos
de sindromes de NEM: NEM tipo 1 asociada a alteraciones del gen MEN1, NEM
tipo 2A y NEM tipo 2B, las cuales forman parte de un grupo comun, la NEM tipo 2,
asociadas a mutaciones en el proto-oncogén RET. Recientemente, se ha
propuesto una cuarta forma de denominada NEM tipo 4 (Lee & Pellegata, 2013).

Cada uno de estos sindromes incluye diferentes combinaciones de tumores que
pueden comprometer los islotes pancreaticos, la pituitaria anterior, la paratiroides,

las glandulas adrenales y las células C de la tiroides.

3.4.2 Clasificacion de la NEM

NEM Tipo 1

La NEM1 es causada por distintos tipos de mutaciones en el gen supresor de
tumores MEN1, localizado en el cromosoma 11 (11g3), el cual codifica para la
proteina menina. EI mecanismo exacto mediante el cual las alteraciones de la
proteina menina conducen al desarrollo de tumores no se conoce completamente.
Los pacientes con NEM 1 desarrollan hiperparatiroidismo (HPT) en el 90-100% de
los casos, seguido en orden de frecuencia por diferentes tipos de tumores
pancreaticos neuro-endocrinos, adenomas de la glandula pituitaria, tumores de las
glandulas adrenales y adenomas de tiroides. Otro tipo de tumores encontrados en
este sindrome incluyen, tumores carcinoides, tumores cutaneos y subcutaneos,
tumores del sistema nervioso central y tumores del musculo liso. Otros tumores no
endocrinos reportados en concurrencia con NEM 1 incluyen, linfomas, tumores de
las células renales, melanoma, leiomiosarcamo, mieloma, tumores de ovario,

tumores estromales gastrointestinales, entre otros (Norton et al., 2015).
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NEM tipo 2

El sindrome NEM 2 se asocia a diversos tipos de mutaciones en la linea germinal
del proto-oncogén RET, con penetrancia variable para los distintos tipos de
mutaciones. Este sindrome tiene una incidencia de 1 en cada 200.000 nacidos
vivos y se divide en tres subgrupos, NEM 2A, NEM 2B y CMTF los cuales incluyen
aproximadamente el 55, 10 y 35% del total de los pacientes con NEM 2,
respectivamente (Brandi et al., 2001; Kloos et al., 2009). La caracteristica
fundamental de NEM 2 es el CMT,; se considera que tiene una penetrancia
cercana al 100%, ya que sin tratamiento profilactico un paciente tiene un riesgo del
100% de desarrollar CMT alrededor de los 70 afios y este tumor es la causa
principal de mortalidad en NEM 2. Adicionalmente, la sobrevivencia de los
pacientes con CMT se incrementa grandemente si este es tratado en estadios
tempranos de la enfermedad. Por lo tanto, se debe enfatizar en la necesidad de la
tamizacion genética de los miembros portadores en las familias afectadas y la
deteccion temprana del CMT (Moline & Eng, 2011). Todos los pacientes con NEM
2 pueden desarrollar CMT multinodular bilateral y aproximadamente la mitad

presentan feocromocitoma.

NEM tipo 2A
NEM 2A fue reportado en 1961 por John H. Sipple (Sipple, 1961) y descrito como

sindrome de Sipple. La mayoria de los pacientes con NEM 2A desarrollan CMT
alrededor de los 5 afios de edad, pero este se manifiesta clinicamente alrededor
de los 20 a 30 afios de edad, en promedio. Aproximadamente el 50% desarrollan
feocromocitoma y alrededor del 25% desarrollan hiperparatiroidismo (Quayle et al.,
2007). Algunos pacientes ademas pueden desarrollar enfermedad de Hirschsprung
(Decker, 1998), liquen cutaneo amiloidético y pruriginoso (Gagel et al., 1989), pero

presentan una apariencia normal.
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NEM tipo 2B
El sindrome NEM 2B fue definido inicialmente por Williams y Pollock en 1966,

como un sindrome con presencia de CMT, feocromocitoma, neuromas mucosos y
habitus marfanoide o sindrome de Marfan (Williams & Pollock, 1966) . NEM 2B da
lugar al 5% de los CMT heredables y su presentacion es mas agresiva, se estima
que, en promedio, el CMT en estos pacientes, se desarrolla durante el primer afio
de vida. El 40% de los pacientes con NEM 2B desarrollan feocromocitoma, pero
en este sindrome no se observa hiperparatiroidismo. A diferencia de NEM 2A, este
sindrome se acompafia de otro tipo de alteraciones fenotipicas, tales como,
habitus marfanoide, malformaciones oculares y musculo esqueléticas, asi como
también neuromas de mucosas generalizados y ganglioneuromas intestinales
(Heshmati, 1997; Kouvaraki, 2005) . En este grupo de pacientes la enfermedad se
presenta en el primer afio de vida y en el 45% de los casos se debe a mutaciones
de novo en el gen RET y por lo tanto no hay antecedentes familiares (Brandi et al.,
2001; Walls, 2014; Norton et al., 2015).

NEM tipo 4

NEM 4 es un sindrome definido recientemente con similaridades a NEM 1 pero
relacionado con mutaciones de la linea germinal en el gen supresor de tumor
CDKN1B, el cual codifica para la proteina inhibidora de las quinasas dependientes
de ciclinas, p27. Este sindrome pudiera también estar asociado a otro tipo de
mutaciones que afectan de manera similar a genes relacionados con la funcion de
las quinasas dependientes de ciclinas (Lee & Pellegata, 2013; Thakker, 2014). Los
pacientes con NEM 4 desarrollan canceres de paratiroides y pituitaria e
hiperparatiroidismo (Norton et al., 2015). Los pacientes pueden también presentar el
sindrome de Zollinger—Ellison como consecuencia del desarrollo de gastriomas o

carcinoides gastricos o bronquiales (Lee & Pellegata, 2013).
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Tabla 1. Subtipos Neoplasia Endocrina Mdltiple

TipoNEM  CMT

NEM 1 0%
NEM2A  90%

NEM2B >90%

FMTC 100%
NEM 4 0%

HPT

90%'
25-
30%
0%

0%
81%'

FEO

<1%
50%

50-
60%
0%
0%

Megacolén
EH

0%
7%
60%°

7%
0%

Neuromas

0%
100%

0%
0%

Liquen
cutaneo
amiloidético

0%
10-15%

0%

0%
0%

Carcinoides

ylo
Gastriomas
+

+
0%

0%

Tumores
Organos
Reproductivos

40%

0%
0%

0%
+

Adenoma
Paratiroides

90%
20-30%

0%

0%
+

Adenoma
Pituitaria

30-40%
0%

0%

0%
+

Habito
marfanoide

0%
0%

60-80%

0%
0%

Adaptado de Lee & Pellegata, 2013; Niederle et al., 2014; Thakker et al., 2014 y Wells, SA Jret al., 2015

NEM, Neoplasia Endocrina Mdltiple; CMT, Carcinoma Medular de Tiroides; FEO, Feocromocitoma; HPT,
Hiperparatiroidismo; EH, Enfermedad de Hirschsprung. Prevalencias reportadas en %.

(a) Pseudo-Hirschsprung (megacolén y pseudo-obstruccion simulando EH debido a ganglioneuromatosis

intestinal).

(i) Valor reportado para la incidencia.

(+) Casos reportados, pero insuficientes para establecer prevalencia.

(-) Informacién no reportada.




3.5 CARCINOMA MEDULAR DE TIROIDES FAMILIAR (CMTF)

3.5.1 Definiclén. La presentacion del CMT asociado a mutaciones de la linea
germinal en el proto-oncogén RET fue descrito inicialmente en 1986 por Farndon y
colaboradores (Farndon et al., 1986). Esta entidad se considera una variable de
NEM 2 y presenta un tipo de CMT menos agresivo. Inicialmente, se propuso un
criterio amplio para el diagnostico de CMTF (Eng, et al., 1996), el cual se definio
como la presencia de al menos cuatro miembros de una misma familia afectados
con CMT sin ninguna otra manifestacion endocrina asociada, posteriormente este

criterio ha sido revisado, como se discutird mas adelante.

3.5.2 Genética y biologia molecular del sindrome NEM 2

3.5.2.1 El proto-oncogén RET. El proto-oncogén RET fue aislado en 1985 por
Takahashi y colaboradores en experimentos de transfeccion de fibroblastos NIH
3T3 con segmentos de ADN sonicado proveniente de linfomas humanos
(Takahashi et al., 1985). En estos experimentos se identific6 un nuevo gen con
potencial oncogénico que era el producto de un rearreglo de dos unidades de ADN
localizadas en sitios diferentes, de ahi su nombre RET (del inglés, REarranged
during Transfection); mas adelante en 1990 Grieco y colaboradores, identificaron
un nuevo oncogén en Cancer Papilar de Tiroides (CPT) el cual es el producto de
un rearreglo in vivo entre el dominio con actividad de quinasa de tirosina del proto-
oncogén RET con el extremo 5" del gen H4 (RET/H4) y se ha conocido desde
entonces como RET/PTC (Grieco et al., 1990). Este ultimo hallazgo demuestra el
potencial oncogénico de la expresion aberrante del proto-oncogén RET en Cancer

de Tiroides.

El proto-oncogén RET se localiza en el cromosoma 10 (10g11.2), esta constituido
por 21 exones y codifica para tres isoformas de la proteina RET (RET9 de 1.072
aminoacidos, RET43 de 1.106 aminoacidos y RET51 de 1.114 aminoacidos) la
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cual actia como receptor de membrana y con actividad de kinasa de tirosina.

Los ligandos de este receptor son proteinas de la familia del factor neurotréfico
derivado de la linea de células gliales (GDNF, del inglés Glial cell line—Derived
Neurotrophic Factor Family) tales como neurturina, persepina y artemina, los
cuales interactian con la proteina RET mediante el acoplamiento previo a otros
correceptores que en su conjunto constituyen la familia de receptores de GDNF
(GFR-del inglés GNDF-family receptor). EI complejo ligando correceptor se une a
los receptores RET dimerizandolos, lo cual conduce a la activacion de RET y a su

auto-fosforilacion en residuos de tirosina de su domino intracitoplasmético.

3.5.2.2 La Proteina RET. La proteina RET esta constituida por un dominio
extracelular el cual contiene 4 residuos semejantes a cadherina y una region rica
en cisteina esencial para la formacion de puentes disulfuro y la dimerizacion del
receptor; un dominio transmembranal y un dominio intracitoplasmatico rico en
tirosinas con dos subdominios con actividad de quinasa de tirosina (TK1 y TK2),
los cuales se activan cuando RET se dimeriza como resultado de su interaccion
con el complejo ligando correceptor e inician diferentes vias de sefalizacion. Esta
activacion es importante para la regulacién del desarrollo de células progenitoras
de los sistemas nervioso entérico, renal y de la cresta neural. Por lo anterior, se
postula que RET es importante para la neurogénesis entérica y la organogénesis

renal.

Varias mutaciones de ganancia de funcién en el gen RET se han relacionado con
las formas tanto esporadicas como familiares de feocromocitoma y CMT.
Mutaciones en los exones 10, 11, 13, 14 y 15 se han encontrado asociadas tanto a
NEM 2A como a CMTF y NEM 2B se ha relacionado con las mutaciones V804M,
T806C, A883F, S904C y M918T que afectan dominios intracelulares con actividad
de quinasa de tirosina (Magalhaes et al., 2003; De Groot et al., 2006).
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Las mutaciones en NEM 2A alteran los enlaces disulfuro de los mondmeros de

RET y conducen a su dimerizacion y activacion persistente mientras que las

mutaciones asociadas a NEM 2B alteran la especificidad del sustrato de RET

(Figura 2).

Figura 2. RNAmM RET y proteina RET

EXONES

21

RNAmM
Adaptado de (Plaza-Menacho et al., 2006)

-
‘ -
: (___//’ﬁ

PROTEINA RET

DOMINIO CADHERINA

DOMINIO CISTEINA

99 W9 % DOMINIO

PUpps o TRANSMEMBRANA

DOMINIO QUINASA DE TIROSINA

B TK1

TK2
Jes

RET 9
RET 43

RET 51

La Figura ilustra los exones del RNAmM RET con mayor frecuencia de mutaciones

asociadas a NEM 2, entre los que se incluyen los exones 5, 8, 10, 11, 13, 14, 15y

16 y la region de los dominios proteicos correspondientes afectados en la proteina

RET.
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Las mutaciones asociadas a las diferentes formas de NEM 2 pueden cambiar
entre las diferentes familias afectadas y se relacionan bien con el grado de
severidad del CMT. El método de eleccion actual para la caracterizacion genética
de los pacientes con NEM 2 es el secuenciamiento de los amplicones de PCR de

los exones reportados como sitios afectados por mutaciones.

La tamizacién genética permite determinar el tipo de mutacion en el 100% de los
portadores y es de gran utilidad para definir el tipo de tiroidectomia profilactica
segun el tipo de mutacion y la edad del paciente debido a que existe una
correlacion muy marcada entre genotipo y fenotipo que permite predecir con
bastante precision la edad de desarrollo de la enfermedad, el grado de severidad
del CMT vy la posibilidad de desarrollar otras patologias. La correlacion entre
fenotipo y genotipo se encuentra resumida en la Tabla 1. Esto ha permitido
clasificar las mutaciones en 4 grupos de riesgo. La conducta médica a seguir
segun el tipo de mutaciones estan bastante bien definidas en las guias para el
manejo de los pacientes con CMT de la Asociacion Americana de Tiroides (ATA)
(Wells et al., 2015) .

Hasta el momento se han reportado mas de 80 mutaciones patogénicas las cuales
causan en su mayoria sustitucion de un Unico aminoacido que resultan en
activacion aberrante del receptor RET (Figura 3; Tablas 2 y 3). Estas mutaciones
se han encontrado desde los exones 5 a 16, pero la mayoria son mutaciones
recurrentes que afectan residuos estratégicos en el segmento extracelular y
algunas pocas en el segundo dominio intracitoplasmatico con actividad de quinasa
de tirosina. Las sustituciones de los residuos de cisteinas del dominio extracelular
del receptor, por mutaciones en los codones 609, 611, 618, 620, 630 y 634 del
gen RET se han encontrado en mas del 95% de los pacientes con NEM 2A y
CMTF. Es de resaltar la mutacion del residuo C634 del exdn 11, la cual se
presenta en el 85% de los casos de NEM 2A y se asocia con un riesgo mas alto
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de presentar FEO, HPT y liguen cutdneo amiloidético. El fenotipo NEM 2B se
asocia casi exclusivamente con la mutacion M918T o A883F que afectan el
dominio con actividad de quinasa de la proteina RET. La mutacion M918T se
asocia con el fenotipo mas severo de la enfermedad. Las mutaciones M918T o
A883F también se encuentran en el 40-50% de los CMT esporadicos y son de mal
pronostico.

Las mutaciones en el exdn 10 se asocian con un riesgo mas alto de desarrollar
enfermedad Hirschsprung. Por lo contrario mutaciones en los codones 768, 790,
791, 804 y 891 de los exones 12-14 que afectan el domino con actividad quinasa
de tirosina en el receptor RET en pacientes con CMTF son de bajo riesgo y el
CMT se desarrolla generalmente en la edad adulta (Margraf et al., 2009; Mulligan,
2014; MEN2 Database; The Human Gene Mutation Database).

El gen RET juega un papel muy importante en la morfogénesis y maduracion de
un amplio niamero de tejidos y 6rganos; se expresa fundamentalmente durante la
embriogénesis en tejidos neuroectodérmicos. RET se expresa en las células de la
cresta neural y dirige su maduracién y colonizacion hacia el tejido nervioso
entérico y su diferenciacion y mantenimiento en estos sitios. Esto explica por que
mutaciones de pérdida de funcion del gen RET se asocian con enfermedad de
Hirschsprung. Adicionalmente, RET se expresa en el adulto en varias lineas
celulares de tejido neural y neuroendocrino tales como las células C de la tiroides
y las células cromafines de la glandula renal. Se expresa también en el sistema
nervioso central y periférico tanto simpatico como parasimpatico donde actia
como un receptor que mantiene la sobrevivencia neuronal y el desarrollo de los
axones (Arigh et al., 2005).

La expresion de RET se requiere también para el desarrollo el rifién y los uréteres,
y en el tracto genitourinario es esencial para el mantenimiento de la capacidad de
auto renovacion de las células madres espermato.goniales y para la diferenciacion

de las células germinales en el testiculo (Pachnis et al, 1993; Naughton et al., 2006).
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Esto explica por ejemplo el origen de las mutaciones del gen RET asociadas a
NEM 2 en las células de la linea germinal y el por qué la alta frecuencia de NEM
2B asociado a mutaciones de novo en células de la linea germinal de origen
paterno. RET es también expresado durante diferentes estadios de la vida en
diversos tipos de células del sistema inmune, pero su funcion en este tipo de

tejidos no es aun muy clara (Vargas-Leal et al., 2005).

Figura 3. Mutaciones del gen RET asociadas con NEM 2

MUTACIONES COMUNES GEN,RET MUTACIONES RARAS
Codones afectados Codones afectados
EXONES o o

609
611
618
620

630

11

634

790
791
804

15

918 } 165

635
649

768
777

Adaptado de (Magalhaes et al., 2003; Plaza-Menacho et al., 2006).

La figura ilustra las mutaciones comunes y raras de los diferentes exones del gen
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RET que estan asociados con NEM 2.

Tabla 2. Frecuencia de mutaciones proto-oncogén RET

EXON CODON FENOTIPO FRECUENCIA
(%)
10 609 NEM 22 <1
CMTF 4
10 611 NEM 2A
CMTF <1
10 618 NEM 2A 3
CMTF 30
10 620 NEM 2A 6
CMTF 21
11 630 CMTF <1
11 634 NEM 2A 87
CMTF 26
13 768 CMTF 8
13 790 CMTF <1
13 791 CMTF <1
14 804 CMTF
15 883 NEM 2B
15 891 CMTF <1
16 918 NEM 2B 94

Adaptado de (Magalhaes et al., 2003)
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Tabla 3. Nivel de riesgo ATA y mutaciones proto-oncogén RET asociadas

NIVEL CODON CMT TIROIDECTOMIA
DE (Edad promedio de (Edad recomendada para
RIESGO hallazgos malignos ) Cirugia)

ATA
A 666 36 afios Antes de los 10 afios
A 649 44 afios Antes de los 10 afios
B 611 7 afnos Antes de los 5 afios
B 618 7 anos Antes de los 5 afios
C 634 13 meses Entre los 2-4 afios
C 634G 13 meses Entre los 2-4 afios
D 883 -- Antes del 1 mes
D 918 9 meses Antes del 1 mes

- = (Edad no reportada) Adaptado de (Kloos et al., 2009)

La dimerizacion del receptor RET con sus ligandos induce la activacion de varias
vias de sefializacion, entre otras, RAS-MAPK, PI3K-AKT y/o el reclutamiento de
ligasas de ubicuitina de la familia CBL, las cuales tienen una funcién de regulacion
negativa de las funciones del receptor RET. Estas vias estan implicadas en
funciones tales como desarrollo de rifiones y sistema nervioso, sobrevivencia
neuronal y diferenciacion y mantenimiento y diferenciacion de las células madres
espermagoniales. La union de la fosfolipasa Cy (PLCy) al receptor RET activa la
via de la protein quinasa C (PKC, protein kinase C) la cual esta involucrada en la
morfogénesis renal y migracion de los progenitores neuronales durante el

desarrollo cerebral.

De importancia desde el punto de vista fisiopatologico es la activacion la proteina
transductora de sefales y activadora de la transcripcion 3 (STAT3, del inglés,

Signal Transducer and Activator of Transcription 3), la cual se ha relacionado con
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la capacidad de inducir proliferacion y transformacién celular (Schuringa et al.,
2001). La activacion de la GTPasa RAC1 esta relacionada con la capacidad de
inducir la formacion de lamelopodia y migracion de las células de la cresta neural
(Mulligan, 2014).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 DISENO DEL ESTUDIO

4.1.1 Seleccién de la poblacién. La muestra de la poblacién fue seleccionada
por conveniencia. Inicialmente, se realizO un estudio descriptivo transversal de
cuatro pacientes con diagnéstico confirmado de CMT por estudios histopatolégico
pertenecientes a una misma red familiar. Posteriormente, con un diagnéstico
presuntivo de sindrome NEM 2, del subtipo CMTF, se identifico el mayor nimero
posible de integrantes de la red familiar con relacibn consanguinea directa y se
busco informacion relacionada con posibles casos de enfermedad tiroidea en otros
miembros de la red familiar. Luego se realiz6 un primer acercamiento con la mayor
cantidad de miembros de la familia en el cual se explico algunos aspectos
relacionados con la enfermedad, sus caracteristicas de enfermedad hereditaria y
el tipo de estudio a realizarse y la conveniencia del mismo. Seguidamente se
construy6 el arbol genealdgico de la red familiar. Y se procedié a realizar la

seleccién de los casos a estudiar y los controles respectivos.

4.1.2 Criterios de inclusién. Se eligieron para los analisis todos los individuos
que fueran miembros de la red familiar a la que pertenecen los 4 miembros con
diagnostico confirmado de CMT, por vinculacion consanguinea directa, en
cualquier generacion. Como controles se eligieron individuos que no fueran
familiares entre si, ni de los casos, sin antecedentes familiares de cualquier tipo de
patologia tumoral compatible con el sindrome NEM y que fueran originarios de la

misma region.

4.1.3 Aspectos Eticos. Los miembros de la familia quienes hicieron parte del
estudio, recibieron informacion directa y detallada en forma de charla educativa

acerca de la enfermedad y la investigacion a desarrollarse. A los miembros de la
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red familiar y a todos los individuos controles que aceptaron voluntariamente ser
incluidos en el estudio experimental se les explico el contenido escrito del
asentimiento y los consentimiento informados (Anexos A, B y C) y los
procedimientos a realizarse con las muestras de ellos obtenidas. Posteriormente,
a todos los miembros de la red familiar que afirmaron comprender la informacion
suministrada y aceptaron estar en conformidad con el material escrito (Anexos A,

B y C) firmaron para autorizar la toma de muestra de sangre.

El disefio del estudio y los procedimientos de evaluacion y seguimiento de las
personas que participaron en la investigacion fueron aprobados por el Comité de

Etica de la Universidad Industrial de Santander.

4.2 PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO

4.2.1 Extraccion de ADN. De todos los participantes en el estudio se obtuvo
muestras de ADN gendémico a partir de una muestra de 10 ml de sangre periférica
extraida en tubos con anticoagulante EDTA. La extraccibn de ADN realizo el
estuche comercial Mini kit QlAamp DNA (QIAGEN, Hilden, Germany), siguiendo

las recomendaciones del fabricante.

4.2.2 Amplificacion por reaccién en cadena de polimerasa (PCR) secuencias
exonicas del gen RET. La amplificacién de los exones 10, 11, 13, 14, 15y 16 del
gen RET se efectud utilizando los cebadores, previamente descritos en la literatura

(Tabla 4), con algunas modificaciones.

La PCR se realizo en un volumen final de 25 ul, compuesto de buffer 1X (Tris-HCI
100 mM pH 8.5, KCI 500 mM), Mg CI2 1.5mM, dNTPs 200 uM (Thermo Fisher
Scientific, Inc. Waltham, MA, USA), 0.5 uM de cebadores (Macrogen Inc., Seoul,
KOR), 0.5 U de ADN polimerasa (Tucan-Taq, Corpogen, COL) y 50 ng/ul del ADN
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a investigar. La amplificacién se llevo a cabo en el termociclador PT-100 (MJ
Research Inc., Waltown, MI, USA). Las condiciones de amplificacion y el tamafio

de los fragmentos obtenidos se describen en la Tabla 5.

Tabla 4. Lista de cebadores empleados

Exén 10 F 5" CAG AAA GGC ACT GTGACC AA 3 (Wang, et al., 2016)

Ex6n 10 R5 GGG ACC TCAGAT GTGCTGTT 3 (Wang, et al., 2016)

Exén 11 F 5 CCT CTG GCG GTG CCAAGC CTC 3 (Alvares Da Silva, et al., 2003)

Ex6n 11 R5 CCT CGT CTG CCC AGC GTT G 3 (Ceccherini, et al., 1994)
Ex6n 13 F 5 TGA CCT GGT ATG GTCATGGA ¥ (Guo, et al., 2013)
Ex6n 13 R5 GGA GAA CAG GGC TGTATG GA 3 (Guo, et al., 2013)
Exén 14 F 5 CCC AGG GCC CCTCTCTCC GC 3 (Paszko, et al., 2007)
Exén 14 R5 GTG GGT CAG GGT GTG GCC TG 3 (Paszko, et al., 2007)
Ex6n 15 F 5 TGA CCG CTG CTG CCT GGC CAT ¥ (Paszko, et al., 2007)
Exén 15 R 5 GCT TCC CAAGGACTGCCT GC 3’ (Paszko, et al., 2007)
Exén 16 F 5 TCT CCT TTACCC CTC CTTCC 3 (Guo, et al., 2013)
Exon 16 R5 TGT AAC CTC CAC CCC AAGAG 3’ (Guo, et al., 2013)
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Tabla 5. Condiciones de PCR para la amplificacion de exones

Exon Tamafio
del Condiciones de la PCR

segmento
10 374pb 94°C 5min, 94°C 1min, 58°C 30seg, 72°C 1min, 35ciclos, 72°C 5 min
11 416pb 94°C 5min, 94°C 1min, 58°C 30seg, 72°C 1min, 30ciclos, 72°C 5 min
13 250pb 94°C 5min, 94°C 1min, 56°C 30seg, 72°C 1min, 30ciclos, 72°C 5 min
14 298pb 94°C 5min, 94°C 1min, 58°C 30seg, 72°C 1min, 35ciclos, 72°C 5 min
15 249pb 94°C 5min, 94°C 1min, 58°C 30seg, 72°C 1min, 35ciclos, 72°C 5 min
16 176pb 94°C 5min, 94°C 1min, 58°C 30seg, 72°C 1min, 30ciclos, 72°C 5 min

La deteccién de los fragmentos obtenidos por PCR se realiz6 por electroforesis en
gel de agarosa al 2% (Seaken LE Agarose Lonza, Rockland, ME, USA) preparado
en buffer TAE 1X y bromuro de etidio (0.1 ug/ml) a 90V durante 1 hora y 45
minutos. El peso de las bandas resultantes se determind por comparacion con un
patron de peso molecular de 50-pb (GeneRuler, Thermo Fisher Scientific, Inc.
Waltham, MA, USA). La visualizacion de bandas se evidencié por exposicion de
los geles a luz ultravioleta en un transiluminador (UVP-FS-15E, Upland, CA, USA)
y se registro fotograficamente en camara digital (Canon Inc. EOS 450D digital
SLR, Tokyo, JP).

4.2.3 Secuenciacion. Inicialmente se secuenciaron los amplificados de los
pacientes con diagndéstico de CMT confirmado por histopatologia y dos controles.
La determinacion de la secuencia de nucleotidos de los segmentos de ADN de los
exones amplificados fue realizada por una casa comercial (Macrogen Inc., Seoul,
KOR). La secuencias reportadas se compararon con la secuencia de referencia
actualizada del gen RET (GenBank, NG_ 007489.1). Las disparidades en
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nucledtidos con relacion a la secuencia de referencia que coincidieron en varias de
las muestras de los pacientes y que no se encuentraron en el 100% de las
muestras de los controles se consideraron como mutaciones. La presencia de
mutacion y el caracter de heterocigoticidad, fue conformada por la aparicion de
dos picos en el cronograma de la reaccion de secuenciacion. El secuenciamiento
de las muestras del DNA de los pacientes con diagnostico confirmado de CMT se
realizo por duplicado en muestras de dos reacciones de PCR diferentes. Las
muestras de el resto de los participantes se analizaron una sola vez en
amplificados del exén mutado. La mutacion encontrada se compard con las
mutaciones previamente reportadas para el protooncogén RET en pacientes con
sindrome de NEM (MEN2 Database) (The Human Gene Mutation Database).

4.2.4 Andlisis de histopatologia. Se realizé la caracterizacion histopatoldgica
de una muestra de biopsia de tejido tiroideo de un paciente con diagnostico de
CMT sometido a tiroidectomia. La muestra fue procesada empleando las tinciones
de HE, rojo Congo y determinaciones por técnicas de inmunohistoquimicas de

Calcitonina, Cromogranina y Antigeno Carcinoembrionario.
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5. RESULTADOS

La identificacién de varios individuos de una misma red familiar con CMT

permitio identificar una red familiar con diagnéstico presuntivo de CMTF

La recopilacion de informacion permitié identificar una red familiar en la region
Guanentina del Nororiente Colombiano, departamento de Santander, de 7
generaciones con 103 personas (79 vivas). Al parecer, el primer miembro de la red
afectado de enfermedad tiroidea fue un individuo de sexo masculino de la tercera
generacion (lll). Existen reportes de dos individuos de la cuarta generacion (1V), de
sexo masculino, de los seis descendientes del primer individuo afectado, que
también padecieron el mismo tipo de enfermedad; todos los miembros de esta
generacion estan muertos, excepto una persona de sexo femenino de la cual se

desconoce su edad.

El grupo de personas de la familia estudiada esta constituido por 30 individuos, los
cuales se encuentran identificados en el arbol genealdgico del caso indice,
representado en la Figura 4. Todos los miembros de la familia identificados
aceptaron voluntariamente participar en la investigacion, de acuerdo al formato de
consentimiento y asentimiento aprobados por el comité de ética de la Universidad
Industrial de Santander (Anexos A, B y C). La identificacién de los pacientes con
CMT vy la confirmacién del diagnéstico fue realizada por un médico especialista en
cirugia de cabeza y cuello y un médico especialista en patologia, respectivamente,
siguiendo los criterios de diagndstico y manejo clinico de la ATA (Kloos, et al.,
2009).
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En la V generacion, se encuentran 6 individuos con enfermedad nodular tiroidea,
de los cuales, 4 casos (12-V, una mujer de 57 afios, 17V, una mujer de 50 afios,
24-V, un hombre de 58 afios y 36-V, un hombre de 44 afios) (Figura 4 y Tabla 6 )
tienen diagndstico histopatolégico confirmado de CMT, de los restantes no se
dispone, al momento de informacion sobre sus historias clinicas, la edad de los
individuos de esta generacién oscila entre los 44 y 64 afios.

La sexta generacion (VI) esta compuesta de 40 descendientes cuyas edades
oscilan entre 13 y 30 afios y hasta donde fue posible obtener informacion, ninguno
de ellos presenta signos o sintomas de enfermedad nodular tiroidea.

La VII generacion presenta dos individuos menores de edad, de los cuales se
desconoce su edad exacta y quienes al parecer no presentan ninguna

sintomatologia de enfermedad tiroidea, feocromocitoma y/o hiperparatiroidismo.
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Figura 4. Arbol genealdgico caso indice.
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En este drbol genealdgico estan consideradas 7 generaciones del caso indice, los individuos que estan vivos y que lograron aceptar
participar en el estudio pertenecen a las generaciones V y VI, en color rojo estan indicados los individuos con diagndstico confirmado
de CMTy en azul los individuos con sospecha o diagndstico de enfermedad tiroidea y el caso indice se encuentra indicado.

59



Tabla 6. Lista de individuos participantes en el estudio

CcODIGO DIAGNOSTICO
ARBOL ESTADO | NUMERO DE
GENEALOGICO CMT SEXO EDAD CIVIL HIJOS

18-VI NO F 27 S 0
19-VI NO M 21 S 0
17-V S F 50 C 3
35-VI NO M 28 S 0
15-V NO M 60 C 2
24-VI NO M 29 S 0
38-VI NO M 16 S 0
10-V NO F 58 C 3
36-VI NO F 18 S 0
37-VI NO F 24 S 1
34-V NO M 53 C 3
32-V NO M 55 C 1
29-VI NO M 18 S 0
28-V NO M 52 C 3
30-VI NO F 20 S 0
39-VI NO M 13 S 0
14-V NO F 55 S 0
*36-V S M 44 C 1
*22-V Sl F 59 C 2
32-VI NO F 18 S 0
33-vI NO M 16 S 0
34-VI NO F 18 S 0
30-V NO M 53 C 4
*24-V Sl M 58 C 2
*12-V Sl F 57 C 2
7-VI NO F 30 S 0

5-V NO F 64 C 2
17-VI NO F 25 S 0
14-VI NO F 27 S 0
20-VI NO F 21 S 0

*Casos confirmados de CMT; Sl: Muestra adecuada para secuenciar, NO: Muestra

insuficiente; F: Femenino; M: Masculino; Edad: En afos; C: Casado, S:Soltero, V:Viudo.
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La caracterizacion genética de varios miembros de una red familiar con un
diagnéstico posible de CMTF permitié identificar la mutacion C618S en el
gen RET.

La identificacion de la mutacion asociada al sindrome de CMTF en la red familiar
estudiada, se realizd6 mediante la tamizacion genética de los individuos
participantes en los exones 10, 11, 12, 13, 14, 15 y 16 donde se encuentran la
mayoria de las mutaciones de gen RET reportadas hasta la fecha (MEN2
Database). La amplificacion por PCR de las secuencias exodnicas se realizo
utilizando pares de cebadores previamente reportados por otros investigadores y
ajustando las condiciones de la reaccion a nuestras propias condiciones de

laboratorio hasta obtener bandas Unicas de los amplicones respectivos (Figura 6).

Los resultados del secuenciamiento del DNA de un paciente con diagndstico
confirmado de CMT y de un paciente con diagnéstico de enfermedad nodular
tiroidea mostraron en el cromatograma de la reaccion de secuenciamiento la
mutacion G/C con patrén heterocigotico en el amplicon del exén 10,
correspondiente al segundo nucleotido del codon 618 del cDNA del gen RET
(Figura 7), El analisis posterior de todos los miembros participantes permitio
identificar la mutacion en 12 individuos de 26 personas estudiadas; 4 personas no
pudieron ser analizadas por razones técnicas. La edad de los individuos
portadores de la mutacion C618S (TGC/TCC) oscila entre 18 y 58 afios de edad,
los cuales corresponden a 7 mujeres y 6 hombres (Figura 5y Tabla 7).

61



Figura 5. Arbol genealdgico caso indice con reporte de mutacion.
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La tamizacion genética de la familia estudiada encontr6 en la V generacion, 8
individuos portadores de 12 individuos analizados por secuenciamiento. Los
individuos portadores fueron, 12-V, 14-V, 15-V, 17-V, 24-V, 28-V, 34-V y 36-V; de
estos 3 fueron mujeres y 5 hombres, el rango de edad de los individuos
portadores fue de 44 afios-64 afnos.

En la VI generacion de 14 individuos analizados por secuenciamiento, 5 fueron
encontrados como portadores, y de estos 4 fueron mujeres y 1 hombre; el rango
de edad de los individuos portadores fue de 13 afios-27afos.

De estas observaciones es claro el patrén de transmisién hereditaria autosémica
dominante de la mutacion, a partir de portadores heterocigoticos, lo cual se

corrobora en el resultado del cromatograma del secuenciamiento (Figura 7).
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Figura 6. Electroforesis de los productos de PCR de los exones amplificados

416pb
374pb Ex. 11

Ex. 10 250pb

Ex. 13

298pb

Ex. 14 249pb

Ex. 15 176 pb

Ex. 16

Las reacciones de PCR se realizaron de acuerdo a las condiciones antes
mencionadas y los productos de PCR se evaluaron por electroforesis de DNA en
geles de agarosa segun lo descrito en materiales y métodos. La lineas 1y 2, la
linea 1 es el caso indice y la linea 2 un familiar del caso indice en la linea paterna
(generacion V); CN, control negativo; PM, marcador de peso molecular 50-

pbGeneruler.
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Figura 7. Cromatograma de la Mutacion G/C en la reaccion de
Secuenciamiento del exén 10 del gen RET de un paciente con CMT de la red

familiar estudiada.

615 616 617 618 619 620 621

GAG GAG GIT G CJT TC T GC G G
Glu Glu Lys | Cys Phe Cys Glu

615 616 617 618 619 620 621

GAG GAG GITC T TC T GC G G
Glu Glu Lys Ser Phe Cys Glu

Panel superior: secuencia de nucleotidos, aminoacidos y cromatograma de los
codones enumerados del cDNA del gen RET que muestra en el codon 618 la
secuencia normal TGC correspondiente a cisteina.

Panel inferior: Muestra los resultados del secuenciamiento del cDNA del paciente
con CMT en el que se observa la mutacion con sentido G/C en el segundo
nucleotido del codén 618, la cual cambia a esta posicion el aminoacido cisteina

por serina en la proteina RET del paciente.

65



Tabla 7. Lista de portadores de la mutacion C618S

CODIGO
ARBOL DIAGNOSTICO MUESTRA MUTACION
GENEALOGICO CMT SEXO EDAD | AMPLIFICADA C618S
18-V NO F 27 Sl )
19-VI NO M 21 NO ND
17-V S F 50 Sl )
35-VI NO M 28 S )
15-V NO M 60 Sl )
24-VI NO M 29 Sl Q]
38-VI NO M 16 Sl Q]
10-V NO F 58 Sl ()2
37-VI NO F 18 Sl )
38-VI NO F 24 Sl *)
34-v NO M 53 Sl )
32-v NO M 55 ] @)
29-VI NO M 18 NO ND
28-V NO M 52 Sl *?
30-VI NO F 20 ] @)
40-VI NO M 13 Sl )
14-V NO F 55 Sl )
36-V Sl M 44 Sl *)
22V Sl F 59 NO ND
32-VI NO F 18 NO ND
33-VI NO M 16 Sl )
34-VI NO F 18 Sl )
30-v NO M 53 Sl ()2
24-v Sl M 58 Sl @)
12-V Sl F 57 Sl )
7-VI NO F 30 Sl )
5-V NO F 64 Sl @)
18-V NO F 25 Sl +)
14-VI NO F 27 Sl )
20-VI NO F 21 Sl ()2

Sexo, M:Maculino, F:Femenino; Diagnostico, CMT: Hallazgos histopatol6gicos de CMT;

Mutacion, (+): Portador; (-): No portador, ND: No determinada, ?: Requiere confirmacion.
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Los estudios histopatolégicos de uno de los pacientes con CMT mostro que
la mutacion C618S puede estar relacionada con CMT asociado a CPT.

El analisis histopatolégico de la biopsia de tejido tiroideo de uno de los pacientes,
permiti6 evidenciar la presencia de CMT asociado con CPT y Tiroiditis de
Hashimoto (Figuras 7 y 8). Aunque la asociacion CMT/PTC a sido reportada en
varias oportunidades, hasta donde es de nuestro conocimiento este es el primer
reporte de esta asociacion de tumores tiroideos y la presencia de la mutacion
C618S (Anexo D).

Figura 8. Patrén hi
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stolégico del CMT en un paciente de la red familiar
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La figura muestra en (A) la apariencia clasica apariencia del CMT en el cual se
observa una capa sélida de células tumorales separadas por un séptum
fibrovascular delgado; (B) células tumorales compuestas de un citoplasma
granular fino y nucleos redondos con cromatina fina; (C) cantidad abundante de
material eosindfilo amorfo correspondiente a sustancia amiloide (Am),
caracteristica importante de este tipo de tumor. Coloracion Hematoxilina-Eosina
10X. En las figuras D, E y F se observan depdésitos de substancia amiloide (Am)
tefidos con Rojo congo visualizados con luz de microscopia normal (D, E) y con
microspio de luz polarizarida, en color verde refringente, confirmando la positividad
para la substancia amiloide (F).
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Figura 9. Patrones histolégicos de CMT, CPT y Tiroiditis de Hashimoto en un

paciente de la red familiar estudiada.

La figura muestra en (A) carcinoma medular de tiroides rodeado por una capa de
tejido conectivo fibroso, sin invasion, HE 40X. En B, C y D se observan células
tumorales mostrando alta positividad citoplasmatica luego de inmunotincion para
(B) calcitonina, (C) cromogranina y (D) antigeno carcinoembrionario. En E, Fy G
se observa microcarcinoma papilar de tiroides (E) sin esclerosis y (F) con
arquitectura follicular (f) predominante, a excepcion de algunos estructuras
papilares ocasionales (p); (G) células tumorales exhibiendo las caracteristicas
tipicas de carcinoma papilar: nucleos largos y ovalados conocidas como “organ
Annie eyes” con escasa cromatina marginal y adicionalmente con reforzamiento
de la membrana nuclear, algunas hendiduras y pseudoinclusions nucleares
(flechas negras), HE 4X; (H) parenquima tiroideo con compromiso de tiroiditis de
Hashimoto con infiltrado inflamatorio mononuclear y centros germinales activos
(gc); (1) tiroiditis de Hashimoto adyacente al parénquima tiroideo con CMT(Mc), HE
10X.
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6. DISCUSION

Los resultados obtenidos del estudio realizado a la red familiar estudiada, permiten
decir que muy posiblemente se trata de un caso de CMTF asociado a la mutacién
C618S del gen RET, debido a que la red familiar tiene 2 generaciones evaluadas
con 30 individuos participantes, delos cuales, 26 fueron analizados por
secuenciamiento para identificacion de la mutacion C618S. Esta mutacion fue
inicialmente encontrada en dos pacientes de los 4 casos con CMT confirmados
por histopatologia (Tabla 5: 12-V mujer de 57 afios, 17-V mujer de 50 afios, 24-V
hombre de 58 afios y 36-V hombre de 44 afos), los cuales, hasta ahora, no han
reportado signos o sintomas sugestivos de feocromocitoma o hiperparatiroidismo.

Sin embargo, la definicion y diferenciacién entre CMTF y NEM 2A siempre ha sido
motivo de controversia, debido a la posibilidad de clasificar una familia como
afectada por CMTF y no continuar el monitoreo de los pacientes para la
identificacion termprana de un posible feocromocitoma, el cual aparece
tardiamente en la edad media de la vida. Esta caracteristica de la aparicion tardia
de feocormositoma en los pacientes con NEM 2A, debe mantenerse siempre
presente para evitar el riesgo de clasificar apresuradamente a una familia como
afectada por CMTF (Siggelkow et al., 2001).

Eng y colaboradores describieron inicialmente un criterio no tan rigido para el
diagndstico de CMTF, el cual fue definido como la presencia de CMT en al menos
4 miembros de una misma familia, con relacién consanguinea directa, sin otras
manifestaciones de NEM 2A (Eng et al., 1996); sin embargo, posteriormente
Brandi y colaboradores establecieron criterios mucho mas rigidos y consideraron
que para asignar el diagnostico de CMTF en una familia afectada por CMT, se
requiere la presencia de mas de 10 miembros en la familia con CMT, mdultiples

portadores 6 miembros afectados mayores de 50 afios, y una adecuada historia
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clinica, en particular para los miembros de la familia de mayor edad, que permita
excluir la presencia de feocromocitoma e hiperparatiroidismo (Brandi et al., 2001).

Sin embargo, recientemente, Wells y colaboradores encontraron algunos estudios
en familias grandes (5 o mas generaciones), con individuos portadores de la
mutacion G533C, las cuales fueron diagnosticadas prematuramente como
afectadas de CMTF; sin embargo, posteriormente, en esa misma red familiar, fue
encontrado un miembro con feocromocitoma, mostrando que la mutacién G533C
estaba asociada claramente a un caso de NEM 2A (Oliveira et al., 2011). Algo
similar pudiera presentarse mas adelante en nuestro caso de estudio. También, es
conveniente considerar que hay varios individuos de edad media y avanzada, en
la red familiar de nuestro caso, que aun no han sido estudiados; por lo tanto es
claro que la cohorte requiere de un seguimiento médico, por un tiempo apropiado,
para descartar casos de feocromocitoma.

Hasta donde es de nuestro conocimiento existen tan solo 3 investigaciones que
reportan familias que han cumplido estrictamente con los criterios de Brandi y
colaboradores para ser clasificados como afectadas por CMTF (Brandi et al., 2001;
Siggelkow et al., 2001; Jimenez et al., 2004).

Finalmente, Wells y colaboradores establecen en la ultima version de las guias
para el manejo del CMT de la Asociacion Americana de Tiroides que el CMTF no
debe definirse como una forma hereditaria de CMT diferente de NEM 2A y NEM
2B, sino que el CMTF debe ser reconocido como una variante de NEM 2A (Wells,
et al., 2015) para incluir a: (i) familias que presentan Unicamente CMT y que se
ajustan a los criterios rigidos de CMTF, (ii) pequefas familias con al menos dos
generaciones con minimo 2 afectados, pero menos de 10 miembros portadores de
mutaciones germinales del gen RET, (iii) pequefias familias en las cuales dos o
menos miembros de una sola generacion tiene mutaciones de la linea germinal en
el gen RET vy (iv) individuos aislados con este tipo de mutaciones (Wells et al.,
2015).
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Hasta donde conocemos en nuestro caso se sabe del reporte de 9 individuos de la
familia con enfermedad nodular tiroidea, 4 personas con diagnostico
histopatolégico de CMT y 12 portadores de la mutacion hasta ahora identificados,
lo que podria sugerir que nuestra familia analizada pudiera clasificarse como un
caso de CMTF.

Los reportes alrededor del mundo relacionados con hallazgos de mutaciones en el
coddn 618, especificamente C618S (TGC/TCC) son pocos. En poblacién koreana,
se ha encontrado la mutacién C618S en una familia caracterizada con NEM 2A
(Chung, et al., 2004) y en poblacion alemana una mutacion en el mismo codoén
pero relacionada con cambio de otro aminoacido (C618G) fue hallada en familias
con NEM 2A (Machens & Dralle., 2008). Finalmente, en un reporte de un caso una
familia china portadora de la mutacion C618S fue caracterizada como CMTF (Qi et
al., 2012).

Recientemente, en poblacion irani, un individuo portador de la mutacion C618S
fue clasificado clinicamente como un individuo con s6lo CMT (Yeganeh et al., 2015)
y en poblacion china los investigadores asumieron determinar como NEM no

clasificada a los indivudios portadores de C618S (Wang et al., 2016).

Se ha reportado ampliamente en la literatura que la edad media del diagnéstico
clinico de CMT se realiza en pacientes con edades entre los 18 y los 59 afios, con
un promedio alrededor de los 35 afios. Lo cual concuerda con los hallazgos de
nuestro estudio. En un estudio realizado recientemente por Frank-Raue vy
colaboradores, en el que se analizaron los perfiles de riesgo y se estimé la
penetrancia en NEM 2A causada por las mutaciones mas importantes del exén 10
del proto-oncogén RET (codones 609, 611, 618 y 620), para ese grupo de edad la
penetrancia para el CMT fue del 77% (Frank-Raue et al., 2011). No conocemos
reportes de estudiés en los que se haya estimado la penetrancia para individuos
de edades mas avanzadas, pero la proyeccion de los datos, del estudio en
mencion, permite preveer una penetrancia del 100% para mayores de 70 afios de
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edad. En el mismo estudio se encontr6 que los individuos mayores de 42 afios
portadores de mutaciones en el codon 618 presentaron tumores con clasificacién
N1MO y la clasificacion MO se observo en individuos menores de 39 y mayores de
32 afios. Mas del 50% de individuos diagnosticados clinicamente presentaron
tumores con estadios T1- T4, NO, MO y se estim0 que pudieran considerarse
curables en un 75% de los casos.

En este grupo de edad la penetrancia de las mutaciones en el codon 618 para
feocromocitoma fue del 25% y segun la proyeccion de los datos pudieran ser las
mutaciones en los codones codones 609, 611, 618 y 620, las que presentan
mayor penetrancia para feocromocitoma, después de los 60 afos, lo cual hace
pensar que si se estudian y se siguen cuidadosamente los individuos de la red
familiar analizada en nuestro caso, algunos de ellos pudieran presentar
feocromocitoma en edades mas avanzadas, en las cuales la penetrancia para esta
entidad incrementa.

En otro reporte, en un grupo de poblacion norteamericana se encontro
feocromocitoma en tan solo 7 individuos de un total de 41 personas estudiadas,
portadoras de la mutacion C618S, lo cual representd una penetrancia del 17%.
(Quayle et al., 2007). Adicionalmente, es importante mencionar que la mutacién
C618S se ha encontrado asociada con formas de CMT unilateral (Egawa et al.,
1998).

En el caso estudiado en este trabajo de investigacion hay al menos 9 casos
reportados de enfermedad tiroidea con 4 casos de CMT en individuos de mas de
50 afios, sin reportes o informaciébn que haga pensar en la presencia de
fecromocitoma. La mutacion C618S ha sido reportada como una mutacién
asociada a NEM 2A y CMTF, por lo tanto es de esperarse que algunos miembros
del grupo pudieran desarrollar feocromocitoma con una probabilidad del 25-60%

entre los 50 y los 70 afios de edad.

72



Nuestros hallazgos, hasta ahora, pudieran hacer pensar de que el fenotipo de
nuestro grupo estudiado es el de CMTF, pero por el tipo de mutacion, existe una
probabilidad importante de que también pudiera tratarse de un caso de NEM 2A 'y
que, mas adelante, algunos de los miembros de la famila puedan presentar
feocromocitoma. Por lo tanto es recomendable el seguimiento periddico y
permanente de todos los individuos portadores de la mutacion.

Si bien es cierto que mutaciones de la linea germinal en el proto-oncogén RET son
la causa de NEM 2 y CMT heredable, el reordenamiento somético RET/PTC1 es
una alteracion génica altamente asociada con Carcinoma Papilar de Tiroides
(CPT). La asociacion de CPT con CMT es una entidad rara. Aunque los casos
reportados de esta asociacion estan aumentando, las alteraciones moleculares
relacionadas siguen siendo desconocidos. Se ha sugerido que mutaciones
germinales del proto-oncogén RET pudieran ser el detonante potencial en el
desarrollo simultdneo de estos dos tipos histolégicos de tumores malignos. NEM
2A y el CMTF se han asociado con diferentes mutaciones de RET que implican
principalmente afectacion en los residuos de cisteina, en el domio extracelualr rico
en cisteina del receptor RET. La mutaciéon C618S es una de las cinco mutaciones
reportadas que afectan uno de los residuos de cisteina extracelulares (Machens et
al., 2003). Esta mutacion esta clasificada como de nivel B o moderado (Kloos et al.,
2009). En nuestro estudio se encontré un caso de CPT en asociacion con CMT en
un tejido afectado por Tiroiditis de Hashimoto (TH). La asociacion de CPT en los
pacientes con CMT heredable se considera generalmente una asociacion
coincidencial. Sin embargo, varias mutaciones del proto-oncogén RET (K603Q,
M918T, V804L y C634S) han sido reportadas en familias con NEM 2 afectadas por
CMT y CPT (Rey et al., 2001; Melillo,et al., 2004).

De acuerdo con el aumento de la prevalencia de enfermedades neoplasicas en
pacientes que sufren de enfermedades autoinmunes, se evidencia una clara

asociacion entre CPT y TH ( Segal, K et al., 1985). Sin embargo, la asociacion de
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CMT y TH es muy poco frecuente (Schuetz, 2006). Por lo tanto, el CPT observado
en nuestro caso también podria tener como causa etiolégica el fondo inflamatorio
desencadenante de la TH en lugar de la mutacion RET. Sin embargo, hasta
donde conocemos este es el primer informe que muestra la relacion entre la
mutacion RET (C618S) y CPT en asociacién con CMT en una familia afectada por
CMT heredable.

Nuestros hallazgos sugieren que la mutacion C618S también puede estar
relacionada con los casos de CPT asociado a CMT heredable. Esta observacion
justifica la realizacion de estudios moleculares y celulares adicionales para evaluar
la actividad transformadora de la mutacion RET (C618S) en modelos celulares. El
seguimiento de la red familiar analizada en este trabajo, dara informacion acerca
de si la asociacion observada fue coincidencial o tiene alguna relacion directa con
la mutacién C618S del proto-oncogén RET, si se encuentra la misma asociacion

en los otros miembros portadores y con CMT de la familia.
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7. CONCLUSIONES

Nuestro trabajo ha identificado y caracterizado una red familiar afectada por
el sindrome NEM 2 del subtipo NEM 2A hasta el momento con fenotipo de
CMT unicamente, pero en la cual existe una probabilidad de mas del 25%
de encontrar individuos con FEO en los siguientes afios de estudio de la

corte.

El caso estudiado esta asociado a la mutacion C618S del proto-oncogén
RET, la cual segun las guias mas recientes de clasificacion de riesgo de la
ATA, corresponde a un nivel de riesgo moderado y muy frecuentemente
asociada con NEM 22y CMTF.

La edad de aparicién de la transformacion celular maligna pudiera estar
entre los 5 y 10 afios de edad y la aparicion clinica de CMT usualmente se
presenta después de la tercera década de vida de acuerdo a lo reportado

en los estudios de cohortes y en nuestro caso.

Varios miembros de la red familiar en dos generacines diferentes fueron
analizados y el nimero de casos portadores corresponde a un patrén de
transmision de herencia autosOmico dominante y wuna condicién

heterocigotica.

Los analisis histopatologicos realizados evidenciaron presencia de
Carcinoma Medular de Tiroides, Carcinoma Papilar de Tiroides y Tiroiditis
de Hashimoto en la biopsia analizada del caso indice portador de la
mutacion C618S.
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8. RECOMENDACIONES

Analizar molecularmente a todos los miembros de la familia, incluyendo los
aun no estudiados y que nuestros resultados encontrados se convaliden por
un laboratorio acreditado y/o de referencia para este tipo de analisis

moleculares.

Nuestros resultados deben ser transferidos de manera confidencial,
siguiendo la normatividad vigente, para este tipo de casos es el médico
tratante, quién identifico el caso indice. Adicionalmente, se debe establecer
un equipo multidisciplinario, compuesto de médicos, cirujanos, patélogos,
genetistas clinicos y bidlogos o genetistas moleculares para el estudio y

seguimiento de la cohorte de pacientes de esta red familiar.

La informacion debe ser retroalimentada a la familia como retribucién a su
participacion en el estudio, pero dada la sensibilidad del caso se deben
seguir los protocolos delineados para este tipo de casos y este
procedimiento debe ser manejado por un equipo de apoyo en consejeria
genética. Se considera de vital importancia el apoyo de enfermeria,

psicologia y trabajo social para toda la familia .

El médico tratante decidird las conductas terapéuticas, de manejo y
seguimiento clinico de los individuos analizados en este estudio, teniendo
en cuenta la informacion molecular y la aplicacion de otras pruebas clinicas
de apoyo, siguiendo las recomendaciones de las respectivas asociaciones y

academias médicas para el caso.

La cohorte de pacientes merece un estudio prospectivo de seguimiento
para determinar las frecuencias de las distintas patologias asociadas al

sindrome NEM 2A y determinar sus penetrancias, contribuyendo en tal
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sentido a alimentar la casuistica de este tipo de casos por medio del
fortalecimiento de la informacion basica que a su vez podra retroalimentar

la practica clinica.
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Inmunologia y Epidemiologia Molecular
rupo de igacidn

Anexo A. Declaraciéon de consentimiento informado
para mayores de 18 afos

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
Facultad de Salud, Escuela de Medicina, Departamento de
Ciencias Basicas

Nombre del estudio: Tamizaje genético del proto-oncogen RET
en un nacleo familiar del nororiente colombiano afectado
por carcinoma medular de tiroides familiar: Correlacion
genotipicay fenotipica

Investigadores: Alvaro Antonio Herrera Hernandez', Herman José
Arteaga®. Adriana Lucia Manosalva-Cortés®

'Médico tratante, 2 Personal vinculado al grupo de Inmunologia y
Epidemiologia Molecular de la Universidad Industrial de Santander.

DECLARACION DE CONSEN'I.'IMIENTQ INFORMADO PARA
MAYORES DE 18 ANOS
Basado en la resolucién 8430/1993

Autorizacion voluntaria para mi participacion en el siguiente trabajo de investigacion

Nombre del estudio: Tamizaje genético del proto-oncogen RET en un nucleo familiar del
nororiente colombiano afectado por carcinoma medular de tiroides familiar: Correlacion
genotipicay fenotipica

Justificacion y objetivos del estudio

El propésito del presente estudio es identificar mediante la realizaciéon de pruebas altamente
especializadas (moleculares), la presencia de caracteristicas hereditarias (genotipificacion), que
confirman una afeccién de la tiroides que conlleva al desarrollo de cancer medular de tiroides
(variedad familiar), en los miembros de un nucleo familiar afectado por este tipo de transtorno
hereditario. Este estudio, se realiza en el nucleo familiar con el cual usted tiene vinculos de
consanguinidad directa y en el cual, se han encontrado antecedentes de diagndstico confirmado
de este tipo de enfermedad (diagndstico histopatologico confirmado).

Nuestro interés en la realizacion de este estudio se debe a que las investigaciones cientificas
han demostrado que el diagndstico de esta afectacion realizado a una edad temprana en los
miembros de las redes familiares permite un tratamiento preventivo (la tiroidectomia profilactica
0 extraccion de la glandula tiroides), que disminuye casi por completo el desarrollo de este tipo
de tumores, los cuales se presentan mas o menos entre los 20 y los 30 afios de edad en todas
las personas afectadas.

Debido a que se presentan algunas variables de esta afectacion (diversas mutaciones),
asociadas a distintos grados de severidad y tiempos de desarrollo de los tumores de la glandula
tiroides, deseamos realizar un analisis para determinar el tipo especifico de la variable de esta
afectacion (mutaciones), con el fin de determinar la agresividad y el tiempo méas apropiado para

iniciar el tratamiento preventivo.
1

2
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Descripcidén del estudio

En este estudio participaran en lo posible todas las personas de la familia con diagndstico
confirmado de Carcinoma Medular de Tiroides y todos los otros integrantes del nucleo familiar
en gquienes sea posible tomar una muestra de sangre.

El procedimiento de extraccion de la sangre sera realizado por personal entrenado. La toma de
esta muestra no representa ningun riesgo para el participante y solo en escasas oportunidades
si hay alguna ligera dificultad en la toma de muestra, se le formara un pequefio “moretén” que
se desvanecera rapidamente.

Los participantes recibirdn aclaracién de cualquier duda con respecto a los procedimientos. La
participacién es voluntaria por lo cual en cualquier momento el participante se podra retirar del
estudio, sin que esto impida que continte con la atencion médica corriente establecida para su
enfermedad.

Se mantendra la privacidad del participante y para los investigadores distintos al médico tratante
no se suministrara informacién sobre la identidad del paciente. No se recolectara informacion ni
se realizara ninguna actividad que afecte la privacidad del participante o de su familia.

Los resultados seran entregados directamente al medico tratante, Dr. Alvaro Antonio Herrera
Hernadndez, quien citara a consulta a los pacientes para informar sobre los resultados,
recomendard los procedimientos a seguir y realizara interconsultas a los respectivos
especialistas en caso de que los pacientes o la familia requieran algun tipo de apoyo medico o
profesional de otra indole, incluyendo ayuda sicologica.

Este estudio no generara costos, ni se remunera de ninguna forma a los participantes, los
gastos adicionales que surjan seran cubiertos por el proyecto de investigacion. Se espera que
con los resultados del estudio se favorezca a los participantes y a la comunidad en general. Sin
embargo, se aclara que la prueba final confirmatoria debe ser realizada por un laboratorio de
referencia y que esta Ultima fase del diagndstico no sera cubierta por el proyecto. Se asegurara
el cumplimiento de todas las medidas practicas de proteccion de los individuos.

Participante No

Entiendo lo anteriormente explicado y acepto participar voluntariamente en el estudio de
investigacién y en constancia,

Yo (Nombres y Apellidos del participante) de
conc.c de . Firma
Fecha
Nombre del testigo 1 c.C Firma
Parentesco con el participante Direccion Teléfono
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Nombre del testigo 2 c.C Firma

Parentesco con el participante Direccion Teléfono

INVESTIGADOR/SUBINVESTIGADOR O PERSONA gue toma el consentimiento informado.

Yo, confirmo que personalmente expligué la naturaleza y el propdsito del presente
consentimiento, y por tanto, doy fe, que la persona que firma este consentimiento entiende la
naturaleza, los beneficios y riesgos de participar en este estudio y que su firma es valida.
Ningun problema médico o barrera de lenguaje o educacion se ha interpuesto en el
entendimiento absoluto de este documento.

Nombre c.C Firma Fecha

En caso de alguna duda favor contactar a: Alvaro Antonio Herrera Hernandez al nimero celular
3002415106.

ORIGINAL ____ COPIA____

Contacto en el Comité de Etica de la Universidad Industrial de Santander:

Para preguntas, aclaraciones o inquietudes acerca delos aspectos éticos de esta
investigacién puede comunicarse con el Comité de Etica para la Investigacién Cientifica de
la UIS, en horas habiles al teléfono: 6344000 ext. 3208 o enviar un mensaje por correo
electrénico a: comitedetica@uis.edu.co
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Anexo B. Declaracién de consentimiento informado
para menores de 18 afios

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
Facultad de Salud, Escuela de Medicina, Departamento de
Ciencias Basicas

Nombre del estudio: Tamizaje genético del proto-oncogen RET
en un nuacleo familiar del nororiente colombiano afectado
por carcinoma medular de tiroides familiar: Correlacidon
genotipicay fenotipica

Investigadores: Alvaro Antonio Herrera Hernandez', Herman José
Arteaga®. Adriana Lucia Manosalva-Cortés?

'Médico tratante, ? Personal vinculado al grupo de Inmunologia y
Epidemiologia Molecular de la Universidad Industrial de Santander.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA
MENORES DE 18 ANOS
Basado en la resolucién 8430/1993

Autorizacion voluntaria para mi participacion en el siguiente trabajo de investigacion

Nombre del estudio: Tamizaje genético del proto-oncogen RET en un nucleo familiar del
nororiente colombiano afectado por carcinoma medular de tiroides familiar: Correlacion
genotipicay fenotipica

Justificacion y objetivos del estudio

El propésito del presente estudio es identificar mediante la realizaciéon de pruebas altamente
especializadas (moleculares), la presencia de caracteristicas hereditarias (genotipificacion), que
confirman una afeccién de la tiroides que conlleva al desarrollo de cancer medular de tiroides
(variedad familiar), en los miembros de un nucleo familiar afectado por este tipo de transtorno
hereditario. Este estudio, se realiza en el nacleo familiar con el cual usted tiene vinculos de
consanguinidad directa y en el cual, se han encontrado antecedentes de diagnéstico confirmado
de este tipo de enfermedad (diagndstico histopatolégico confirmado).

Nuestro interés en la realizacion de este estudio se debe a que las investigaciones cientificas
han demostrado que el diagndstico de esta afectacion realizado a una edad temprana en los
miembros de las redes familiares permite un tratamiento preventivo (la tiroidectomia profilactica
0 extraccion de la glandula tiroides), que disminuye casi por completo el desarrollo de este tipo
de tumores, los cuales se presentan mas o menos entre los 20 y los 30 afios de edad en todas
las personas afectadas.

Debido a que se presentan algunas variables de esta afectacién (diversas mutaciones),
asociadas a distintos grados de severidad y tiempos de desarrollo de los tumores de la glandula
tiroides, deseamos realizar un analisis para determinar el tipo especifico de la variable de esta
afectacion (mutaciones), con el fin de determinar la agresividad y el tiempo mas apropiado para
iniciar el tratamiento preventivo.
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Descripcidén del estudio

En este estudio participaran en lo posible todas las personas de la familia con diagndstico
confirmado de Carcinoma Medular de Tiroides y todos los otros integrantes del nucleo familiar
en gquienes sea posible tomar una muestra de sangre.

El procedimiento de extraccion de la sangre sera realizado por personal entrenado. La toma de
esta muestra no representa ningun riesgo para el participante y solo en escasas oportunidades
si hay alguna ligera dificultad en la toma de muestra, se le formara un pequefio “moretén” que
se desvanecera rapidamente.

Los participantes recibirdn aclaracién de cualquier duda con respecto a los procedimientos. La
participacién es voluntaria por lo cual en cualquier momento el participante se podra retirar del
estudio, sin que esto impida que continte con la atencion médica corriente establecida para su
enfermedad.

Se mantendra la privacidad del participante y para los investigadores distintos al médico tratante
no se suministrara informacién sobre la identidad del paciente. No se recolectara informacion ni
se realizara ninguna actividad que afecte la privacidad del participante o de su familia.

Los resultados seran entregados directamente al medico tratante, Dr. Alvaro Antonio Herrera
Hernadndez, quien citara a consulta a los pacientes para informar sobre los resultados,
recomendard los procedimientos a seguir y realizara interconsultas a los respectivos
especialistas en caso de que los pacientes o la familia requieran algun tipo de apoyo medico o
profesional de otra indole, incluyendo ayuda sicologica.

Este estudio no generara costos, ni se remunera de ninguna forma a los participantes, los
gastos adicionales que surjan seran cubiertos por el proyecto de investigacion. Se espera que
con los resultados del estudio se favorezca a los participantes y a la comunidad en general. Sin
embargo, se aclara que la prueba final confirmatoria debe ser realizada por un laboratorio de
referencia y que esta Ultima fase del diagndstico no sera cubierta por el proyecto. Se asegurara
el cumplimiento de todas las medidas practicas de proteccion de los individuos.

Participante No

Entiendo lo anteriormente explicado y acepto participar voluntariamente en el estudio de
investigacion y en constancia.

Yo (Nombres y Apellidos del acudiente) de
con c.c de . Acepto voluntariamente que el/la
menor quien es (parentesco) participe en
este proyecto. Firma . Fecha
Nombre del testigo 1 c.C Firma
Parentesco con el participante Direccion Teléfono
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Nombre del testigo 2 c.C Firma

Parentesco con el participante Direccion Teléfono

INVESTIGADOR/SUBINVESTIGADOR O PERSONA que toma el consentimiento informado.

Yo, confirmo que personalmente expligué la naturaleza y el propésito del presente
consentimiento, y por tanto, doy fe, que la persona que firma este consentimiento entiende la
naturaleza, los beneficios y riesgos de participar en este estudio y que su firma es valida.
Ningan problema médico o barrera de lenguaje o educacion se ha interpuesto en el
entendimiento absoluto de este documento.

Nombre c.c Firma Fecha

En caso de alguna duda favor contactar a: Alvaro Antonio Herrera Hernandez al nimero celular
3002415106.

ORIGINAL ___ COPIA

Contacto en el Comité de Etica de la Universidad Industrial de Santander:

Para preguntas, aclaraciones o inquietudes acerca delos aspectos éticos de esta
investigacién puede comunicarse con el Comité de Etica para la Investigacién Cientifica de
la UIS, en horas habiles al teléfono: 6344000 ext. 3208 o enviar un mensaje por correo
electrénico a: comitedetica@uis.edu.co
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Anexo C. Declaracién de asentimiento para menores de
18 y mayores de 7 afos

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
Facultad de Salud, Escuela de Medicina, Departamento de
Ciencias Basicas

Nombre del estudio: Tamizaje genético del proto-oncogen RET
en un nucleo familiar del nororiente colombiano afectado por
carcinoma medular de tiroides familiar: Correlacion
genotipicay fenotipica

Investigadores: Alvaro Antonio Herrera Hernandez', Herman José
Arteaga®, Adriana Lucia Manosalva-Cortés?

'Médico tratante, “Personal vinculado al grupo de investigacién
Inmunologia y Epidemiologia Molecular de la Universidad Industrial de
Santander.

DECLARACION DE ASENTIMIENTO PARA MENORES DE 18
MAYORES DE 7 ANOS
Basado en la resolucién 8430/1993

Autorizacion voluntaria para mi participacion en el siguiente trabajo de investigacion

Nombre del estudio: Tamizaje genético del proto-oncogen RET en un nucleo familiar del
nororiente colombiano afectado por carcinoma medular de tiroides familiar: Correlacion
genotipicay fenotipica

Por que queremos estudiar tu sangre?

La razén por la que queremos estudiar tu sangre es porque hemos observado que muchos de
tus familiares sufren de una enfermedad que afecta un 6rgano localizado en el cuello que se
conoce con el nombre de “tiroides”. Nosotros sabemos que esta enfermedad se transmite de los
padres a los hijos como se trasmite el color de los ojos o del cabello. Aunque una madre de ojos
claros puede tener varios hijos con ojos claros no todos los hijos de esta madre necesariamente
tienen ojos claros. De la misma manera, no todos los hijos de padres que tengan esta
enfermedad de la "tiroides” van a heredar la enfermedad, pero después de haber observado
muchas familias a las que las afecta esta enfermedad, los médicos saben que la mitad de los
hijos de un padre con esta enfermedad, también van a padecer la enfermedad cuando sean
adultos. Nosotros podemos averiguar en nuestros laboratorios estudiando tu sangre, si
desarrollaras o no la enfermedad en tu vida adulta.

Como te beneficiarias participando en nuestra investigacion?

Si encontramos por el estudio de tu sangre que desarrollaras la enfermedad que afecta la
“tiroides” en tu vida adulta, los médicos podran hacerte un tratamiento el cual reducira casi por
completo el desarrollo de la enfermedad.

Ademas de la misma manera que con el ejemplo del color de los ojos claros en algunas familias

estos pueden ser mas claros que en otras, esta enfermedad puede ser mas grave en algunas
familias que en otras. Mediante el estudio de tu sangre nosotros podemos tener informacion de
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gue tan grave seria la enfermedad y cual seria la mejor edad para tratar a las personas que
estan en riesgo de desarrollar la enfermedad.

Como haremos el estudio?

En este estudio participaran en lo posible todas los miembros de tu familia y todos tus familiares
directos, por ejemplo todos tus tios y primos.

Solo tomaremos un poco de sangre, y esto sera realizado por una persona con experiencia.
Esta toma de una muestra de sangre no representa ningun peligro para ti, pero sentiras un
pequeno “chuzén”. En algunas oportunidades se te podria formar un pequefio “moretén” que se
desvanecera rpidamente.

Tu puedes preguntar lo que desees saber y nosotros estaremos siempre disponibles para
aclararte cualquier duda que tengas. Tu participacién en este estudio es voluntaria y puedes
decidir retirarte del estudio cuando lo desees, pero recuerda que este estudio es muy importante
para tu salud y antes de tomar cualquier decision, te recomendamos que la discutas con tus
padres o un adulto responsable de tu familia.

Los resultados del estudio te seran entregados personalmente a ti 0 a tus padres, pero tu tienes
el derecho a que nadie diferente a ti y a tus padres conozca los resultados. Tampoco
divulgaremos ninguna informacioén sobre ti y tu familia por ningiin medio. Toda la informacién
gue tu o tus familiares nos subministren sera completamente confidencial.

Sin embargo, los resultados seran entregados inicialmente directamente al medico de tu familia,
guien serd la persona que te informara sobre los resultados y hard las recomendaciones
necesarias y brindara el apoyo que se requiera para los realizar los tratamientos u otros
procedimientos que se requieran

Participante No
Entiendo lo anteriormente explicado y acepto participar voluntariamente en el estudio de

investigacion y en constancia,

Yo (Nombre del participante)
en presencia de mi acudiente

con c.c de . quien es mi (parentesco)

cepto voluntariamente participar en este estudio

Firma del participante . Fecha

Firma del acudiente . Fecha
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Nombre del testigo 1 c.c Firma

Parentesco con el participante Direccion Teléfono
Nombre del testigo 2 c.c Firma
Parentesco con el participante Direccion Teléfono

INVESTIGADOR O PERSONA gue toma el consentimiento informado.

Yo, confirmo que personalmente expliqué la naturaleza y el proposito del presente
consentimiento, y por tanto, doy fe que la persona que firma este consentimiento entiende la
naturaleza, los beneficios y riesgos de participar en este estudio y que su firma es valida.
Ningun problema médico o barrera de lenguaje o educacion se ha interpuesto en el
entendimiento absoluto de este documento.

Nombre c.c Firma Fecha

En caso de alguna duda favor contactar a: Alvaro Antonio Herrera Hernandez al nimero celular
3002415106.

ORIGINAL COPIA

Contacto en el Comité de Etica de la Universidad Industrial de Santander:

Para preguntas, aclaraciones o inquietudes acerca de los aspectos éticos de esta
investigacién puede comunicarse con el Comité de Etica para la Investigacién Cientifica de
la UIS, en horas habiles al teléfono 6344000 ext. 3208 o enviar un mensaje por correo
electrénico a: comitedetica@uis.edu.co

Version 2. 4-12-2013 104



Anexo D. Certificate of Attendance 15th International Thyroid Congress and 85th
Annual Meeting of the American Thyroid Association

Certificate of Attendance

HYROID CON

['his 1s to certify that '
ADRIANA LUCIA MANOSALVA CORTES
POSTER #606 FMTC-ASSOCIATED PTC LINKED WITH RET (C618S) MUTATION

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER

attended the

15" International Thyroid Congress

And 85" Annual Meeting of the American Thyroid Association

held at the
Walt Disney World Swan and Dolphin: Resort
Lake Buena Vista, Florida, USA
October 18-23, 2015

s
4" ,: £
“John C. Morris, MD
Secretary’ Chief Operating Officer
he Amencan Thyroid Association, Ing
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