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Resumen

Los avances en la tecnologia de secuenciacion de proxima generacion (NGS) RNA-Seq estan
permitiendo revelar el genotipo del cancer diferenciado de tiroides (CDT). Poco se conoce
acerca de los genes que estan activos en esta patologia. Por lo que la presente tesis tiene como
objetivo describir el perfil de expresion del CDT de la poblacion Arequipefia. Se enrold un
total de 11 pacientes con CDT sometidos a tiroidectomia entre 2019-2020 del Hospital
Nacional Carlos Alberto Seguin Escobedo EsSalud Arequipa. EI ARN total fue aislado de
las biopsias obtenidas de los pacientes y estas fueron sometidas a una secuenciacién masiva
mediante RNA-Seq utilizando el protocolo Illumina. También se revisaron datos clinicos
para su caracterizacion y analisis molecular de dicha patologia. El analisis epidemioldgico
de los pacientes muestra un predomino del grupo etario de 40-49 afios de edad (45.45%), a
predominio femenino (63.64%). El 100% de casos tuvo escore TI-RADS V, con escores
Bethesda V y VI en el 36.36% y 64.4% respectivamente; 72.73% de tumores fueron
unifocales. Las variantes histopatologicas mas frecuentes fueron papilar (81.82%) y folicular
(18.18%), encontrando 2 variantes histologicas agresivas del carcinoma papilar, la columnar
y estroma fibroso tipo fascitis-like, ambas en el 9.09%. La tiroiditis cronica coexistié en el
18.18% de casos. El estadio clinico predominante fue el de grado | (72.73%) seguido por el
grado 1l (27.27%). EIl analisis bioinformatico de la secuenciacion masiva (RNA Seq),
mediante el software IGV vy utilizando el genoma GRCh38.p13, mostro una prevalencia de
las mutaciones en los genes BRAF, TERT y P53 de todos los pacientes. Los 30 primeros
genes con mayor frecuencia de expresion fueron: PCB2, LRMDA, WWOX, RPS29,
RBFOX1, FHIT, NTM, RAD51B, PRKN2, MACROD?2, ASIC2, TBC1D5, GPC5, EXOC4,
IMMP2L, CAMTAL, CDH13, SMYD3, ANKS1B, DAB1, DLG2, FRMDA4A, KCNIP4,
CTNNA2, AGBL4, PRKCE, SYN3, ARHGAP15, PACRG, C90rf92. Por otro lado, el
andlisis bioinformatico de las secuencias usando el software Arriba (version 1.2.0) evidencia
la presencia de 3 proteinas de fusion descritas por primera vez en esta patologia como son:
TDG-TMEM132B, MEIS1-ITSN2, KCNE1B-FP671120.4. La tecnologia RNA Seq revela
que las muestras analizadas presentan un perfil de expresion estandar, se encontré 5 nuevas
mutaciones para el gen BRAF, 18 nuevas mutaciones para el gen TERT y 3 proteinas de

fusion que por primera vez son descritas en la presente tesis.

Palabras clave: Cancer diferenciado de tiroides, perfil de expresion génica, NGS, RNA-Seq.
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Abstract

Advances in next-generation sequencing (NGS) RNA-Seq technology are making it possible
to reveal the genotype of differentiated thyroid cancer (DTC). Little is known about the genes
that are active in this pathology. Therefore, this thesis aims to describe the expression profile
of the CDT of the Arequipefia population. A total of 11 patients with DTC who underwent
thyroidectomy between 2019-2020 at the Carlos Alberto Seguin Escobedo EsSalud Arequipa
National Hospital were enrolled. Total RNA was isolated from the biopsies obtained from
the patients and these were subjected to massive sequencing by RNA-Seq using the Illumina
protocol. Clinical data was also reviewed for its characterization and molecular analysis of
said pathology. The epidemiological analysis of the patients shows a predominance of the
age group of 40-49 years of age (45.45%), with a female predominance (63.64%). 100% of
cases had a TI-RADS V score, with Bethesda VV and VI scores of 36.36% and 64.4%,
respectively; 72.73% of tumors were unifocal. The most frequent histopathological variants
were papillary (81.82%) and follicular (18.18%), finding 2 aggressive histological variants
of papillary carcinoma, columnar and fasciitis-like fibrous stroma, both in 9.09%. Chronic
thyroiditis coexisted in 18.18% of cases. The predominant clinical stage was grade |
(72.73%) followed by grade Il (27.27%). Bioinformatic analysis of massive sequencing
(RNA Seq), using the IGV software and using the GRCh38.p13 genome, showed a
prevalence of mutations in the BRAF, TERT and P53 genes in all patients. The first 30 genes
with the highest expression frequency were: PCB2, LRMDA, WWOX, RPS29, RBFOX1,
FHIT, NTM, RAD51B, PRKN2, MACROD2, ASIC2, TBC1D5, GPC5, EXOC4, IMMP2L,
CAMTAL, CDH13, SMYD3, ANKS1B, DAB1, DLG2, FRMDA4A, KCNIP4, CTNNA2,
AGBL4, PRKCE, SYN3, ARHGAP15, PACRG, C9orf92. On the other hand, the
bioinformatic analysis of the sequences using the Arriba software (version 1.2.0) shows the
presence of 3 fusion proteins described for the first time in this pathology: TDG-
TMEM132B, MEIS1-ITSN2, KCNE1B-FP671120.4. RNA Seq technology reveals that the
analyzed samples present a standard expression profile, 5 new mutations were found for the
BRAF gene, 18 new mutations for the TERT gene and 3 fusion proteins that are described

for the first time in this thesis.

Keywords: Differentiated thyroid cancer, gene expression profile, NGS, RNA-Seq.
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INTRODUCCION

El cancer de Tiroides ocupa actualmente el 9no en frecuencia a nivel mundial, con
una incidencia de aproximadamente de 7.4 nuevos casos por cada 100,000 habitantes,
realidad que no escapa a nuestro pais en el que se encuentra en el 8vo lugar de frecuencia
con una incidencia aproximada de 7.5 nuevos casos por 100,000 habitantes, segin datos de
Globocan (Global Cancer Observatory) para el afio 2018 @, Es importante resaltar que la
incidencia de esta neoplasia ha incrementado a nivel mundial, sin embargo, la mortalidad
permanece con cifras muy similares a datas de décadas anteriores, evidencia citada en
maltiples revisiones @2y textos de consulta actual ). En la literatura nacional se cuenta con
poca informacidn relacionada a cifras epidemioldgicas de esta enfermedad, sin embargo, hay
una revisién actual descrita por Noé Atamary Anahuai, investigador de la Universidad San
Ignacio de Loyola, quien en el afio 2018 realiza una revisién nacional con data del Ministerio
de Salud ©, concluyendo que la prevalencia de esta enfermedad ha incrementado en nuestro
pais, siendo la region de la sierra la mas comprometida, pero al igual, con tasas de mortalidad
que no se han modificado. Aun asi, hay informacion del incremento de la presentacion de
variantes agresivas en distintas poblaciones mundiales, donde parece jugar un rol importante

la deficiencia de iodo ®, muchas veces independientes del tamafio tumoral .

En lo que respecta a los nuevos avances en diagnostico y tratamiento del cancer
tiroideo, se han desarrollado novedosas técnicas moleculares ®, las cuales son de gran ayuda
para la estratificacion de agresividad de esta enfermedad ©, y blsqueda de blancos
terapéuticos 9, estos de valiosa importancia en situaciones de variantes agresivas de esta

neoplasia, en la que se ha visto que expresan mutaciones del Gen BRAF V660 (11),

Técnicas de Ultima generacién vienen cumpliendo estos objetivos brindandonos una

mejor compresién de las variables genéticas y un entendimiento de la biologia tumoral con
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las herramientas de secuenciacion de nueva generacion NGS *2), a través de la aplicacion de
MRNA-Seq con la tecnologia de secuenciacidn por sintesis, en la que fragmentos de ARN
segmentados se copian en el ADNc que serviran para generar ADN bicatenario, lo que nos

puede brindar informacion de la prediccion de recurrencia de esta enfermedad %),

Asi como se ha visto el incremento de la incidencia de esta enfermedad ), también
lo ha hecho su agresividad ™, en la que los tratamientos habituales, como la cirugia, iodo
radioactivo, hormono supresién y quimioterapia, tienen limitaciones, asi mismo, en estas
situaciones clinicas, en las que en otras realidades sanitarias, sin llegar muy lejos tales como
Argentina ¥, se hacen determinaciones moleculares para poder pesquisar asi mutaciones
que explican esta agresividad, aplicando terapia molecular dirigida a estas alteraciones,

mejorando asi el tratamiento ©® y calidad de vida de esta enfermedad.

Alumnos del doctorado en Ciencias de la Salud de la Escuela de Posgrado de la
Universidad Catdlica de Santa Maria (UCSM), Arequipa, lograron ganar un fondo
concursable de investigacion de la propia universidad, cuyo aporte financiero permitié
implementar un laboratorio de Biologia Molecular. Con esta fortaleza y oportunidad, y en
vista a la problematica descrita, es que nace la iniciativa de poder demostrar la presencia de
las diferentes mutaciones descritas en la literatura mundial en pacientes diagnosticados y

tratados por cancer de tiroides en el HNCASE EsSalud Arequipa en el periodo descrito.
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HIPOTESIS

e Dado que en la actualidad contamos con técnicas para estudios del transcriptoma y

determinacion del perfil de expresion génica de muchos canceres, como el proyecto

del Atlas Gendmico del Céner (TCGA) para el cancer de tiroides, es probable que la

técnica RNA-Seq permita determinar el perfil de expresidén génica mutacional de las

células tumorales de pacientes diagnosticados con cancer diferenciado de tiroides en

el HNCASE EsSalud Arequipa 2019-2020.

OBJETIVOS

Objetivo General

Describir y analizar el perfil de expresién génica de células tumorales de
pacientes diagnosticados con cancer diferenciado de tiroides en el HNCASE

EsSalud Arequipa, mediante la tecnologia de RNA-Seq.

Obijetivos Especificos

Describir las caracteristicas clinicas y epidemiologicas del cancer diferenciado

de tiroides.

Determinar el perfil de expresion génica de las biopsias del cancer diferenciado

de tiroides y compararlas con estandares referenciales.
Analizar y describir las mutaciones encontradas en el gen BRAF.
Analizar y describir las mutaciones encontradas en el gen TERT.

Buscar la presencia de las proteinas de fusidn en las secuencias obtenidas por

RNA Seq mediante softwares bioinformaticos.
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1. Marco Tedrico

1.1. Patogénesis molecular del cancer de tiroides

De manera similar a otros cénceres solidos, el cancer de tiroides se inicia por
alteraciones genéticas y cambios epigenéticos en los oncogenes conductores 0 genes
supresores tumorales 518), os recientes avances en el diagndstico molecular del cancer de
tiroides, proporcionan estrategias de tratamiento individualizados *®. Ya es conocida que la
mutacién genética en la tumurogénesis del cancer medular de tiroides (CMT) es la activacion
de la mutacion del oncogén RET @7, La mutacion RET no esta presente en aquellos tumores
derivados de las células foliculares tiroideas, que representan las neoplasias tiroideas mas
comunes, tales como el adenoma folicular, carcinoma papilar (CPT) y folicular (CFT) bien
diferenciados ", Los carcinomas pobremente diferenciados y anaplésicos se conocen que
se desarrollan a consecuencia de la desdiferenciacion de un CPT o CFThien diferenciados
@7, En estos canceres derivados de las células foliculares, se identifican otras alteraciones

moleculares en las vias RAS y PISK-AKT (6:17),
1.1.1. Mutaciones genéticas puntuales

La mutacion puntual BRAF (T1799A) en el exdn 15 conduce a la expresion de la
proteina mutante BRAFV®%E la que da como resultado la activacion constitutiva
serina/treonina quinasa 819, La mutacion BRAFY®%E es una de las alteraciones genéticas
mas comunes en el cancer de tiroides, que ocurre en aproximadamente el 45% (30 a 70%) de
los CPT esporadicos y el 15% de la variante folicular de CPT @9, En particular, del 80 al
100% de la variante de células altas del CPT, alberga la mutacion BRAFV600E ©9, La
mutacion BRAFVS%E predice peores resultados clinicos en la evolucion del CPT, que
incluyen caracteristicas patoldgicas agresivas y mayor tasa de recurrencia ?*??. Se considera

que la mutacion BRAFY®%E puede causar pérdida de la avidez del iodo radiactivo por parte
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de las células cancerigenas tiroideas y, como resultado, la refractariedad al tratamiento con

iodo radiactivo %122,

La mutacion puntual RAS se ubica con frecuencia en el cancer de tiroides, asi como en otros
canceres solidos ?. Entre los genes de las tres isoformas RAS (HRAS, KRAS y NRAS), la
mutacion NRAS predomina en tumores tiroideos ?®. La mutacion RAS es relativamente rara
(0-20%) en la forma habitual del CPT, mientras que casi la mitad de CFT y la variante
folicular del CPT albergan la mutacion RAS @% 24 La mutacion RAS se observa en
aproximadamente el 20% de los adenomas foliculares, lo que sugiere que la mutacion RAS
eocurre tempranamente en la tumorigenesis ?* 2%, La mutacion RAS amortigua la actividad
de la GTPasa, perpetuando constitutivamente su actividad, asi mismo la mutacion RAS activa

la via PI3BK-AKT en la tumorigenesis tiroidea % 29,

El gen supresor tumoral PTEN es un regulador negativo de la via de sefializacion de PI3K-
AKT, mediante la funcion opuesta a la de PI3K. La mutacion o la delecion de PTEN originan
la tumorigenesis de células tiroideas foliculares, entidad bien conocida como la enfermedad
(sindrome) de Cowden @, El sindrome Cowden es una enfermedad hereditaria autosomica
causada por mutaciones de linea germinal de PTEN @®, La enfermedad de Cowden es un
sindrome cancerigeno estrechamente relacionado con la predisposicién a un mayor riesgo de
canceres de tiroides, mama y endometrio, asi como de tumores benignos como los
hamartomas ). La alteracion PTEN se observa en el 40% de CFT . El silenciamiento de
PTEN por hipermetilacion de su promotor, también se ha encontrado en los CFT y carcinoma

de tiroides anaplésico (CAT) (6-28),

Otros genes también estan mutados en el cancer de tiroides, tales como CTNNB1, TP53,
IDH1 y NDUFA13 (GRIM19) @), CTNNBL1 esta involucrado en la via WNT-B-catenina y a

menudo se encuentra mutado en el CAT @9, TP53 codifica el supresor tumoral p53 y esta
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involucrado en gran variedad de canceres sdlidos. La mutacion TP53 se observa con
frecuencia en el CAT (70-80%) ©1%2), Las mutaciones CTNNB1 y TP53 se han observado
preferentemente en el CAT o el carcinoma pobremente diferenciado de tiroides, lo que
sugiere que estas alteraciones genéticas pueden estar asociadas con desdiferenciacion o
eventos tardios de la célula folicular en la progresion del cancer G132, Aunque el cancer de
tiroides de células de Hirthle no conlleva alteraciones genéticas comunes como

BRAFV600E, RAS 0 RET/PTC @3, un 15% alberga mutaciones de NDUFA13 (GRIM19)

(34)

1.1.2. Translocaciones de genes

Se encuentran reordenamientos cromosomicos del protooncogén de tirosina quinasa
RET, especificamente reordenamientos RET/PTC en el 15-45% de los CPT esporadicos y
80% del CPT inducido por radiacion ©% 36, RET es un protooncogén que codifica el receptor
de tirosina. quinasa (RTK). En consecuencia, hay una activacion de las vias MAPK y PI3K-
AKT @530 Entre las numerosas translocaciones tipo de RET/PTC, la RET/PTC1 (fusién con

CCDC6) y RET/PTC3 (fusion con NCOA4) son las méas frecuentes G738,

En los casos del accidente de Chernobyl, la translocacion RET/PTC3 fue cominmente
observada, seguida por la translocacién RET/PTC1 tardiamente ©9. La translocacion del gen
de la caja emparejada 8 (PAX8) /receptor y activado por proliferacion de peroxisomas
(PPARG) es otro oncogén recombinante comtn en el cancer de tiroides 9. La translocacion
PAXB8/PPARG se observa a menudo en el CFT (25-60%) y en la variante folicular del CPT
(~30%) ©9). La proteina de fusion PAX8/PPARG actiia como un inhibidor dominante
negativo de la version tipo salvaje del supresor tumoral PPARy “9. Por el contrario, los
efectos de la translocacion PAX8/PPARG en la funcion de PAX8 sigue siendo dificil de

dilucidar “9,

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @&  DE SANTA MARIA

1.2. Polimorfismos DNA

Segln avances recientes en el analisis de todo el genoma, se ha demostrado que
algunas variantes genéticas afectan la susceptibilidad a padecer de céancer de tiroides
diferenciado (CDT), aunque es probable que tenga bajo impacto en la tumorigenesis V. El
polimorfismo del DNA es una variacion de la secuencia de DNA que ocurre cominmente en
parte de la poblacion, donde la frecuencia minima se toma normalmente como 1% “V. Se
necesitan asociaciones de polimorfismo de DNA con el CDT para ser confirmada “%. El
genotipo combinado GSTN1-nulo/GSTT1-nulo (genes relacionados con la enzima Il fase
citosolica) y portadores homocigotos del alelo P53 72Pro se reportan que estan asociados con

un alto riesgo del CDT “244),

En el estudio a gran escala de Islandia, dos variantes comunes localizadas en 9922.33 y
14g13.3 estan asociadas con CDT *9. El gen més cercano al locus 9922.33 es FOXE1
(TTF2), y NKX2-1 (TTF1) se encuentra entre los genes ubicados en el locus 14g13.3 “9),
Estos genes codifican importantes factores de transcripcion asociados con funciones
tiroideas. Individuos con las variantes homocigotos para ambos mostraron un riesgo 5,7

veces mayor de CDT que los no portadores #5),
1.3. Micro-ARN

El micro-ARN (miR) es un pequefio (19-25 nucleo6tidos) ARN no codificante que
regula negativamente la expresion de genes codificantes “®. Se considera que los miR
regulan alrededor del 30% del genoma y pueden actuar como genes supresores tumorales u
oncogenes “”. Un polimorfismo en un miR (miR-146a) y otros numerosos miR implicados
en las principales vias de sefializacién (principalmente PTEN-PI3K-AKT), sugieren que son

importantes en la carcinogénesis del CDT “9),

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

1.4. Gen BRAF V660E

El gen BRAF (homdlogo B1 del oncogén viral del sarcoma murino v-raf) se ubica en
el brazo largo del cromosoma 7 (7q34) y codifica una proteina citoplasmica de 18 exones,
una proteina quinasa de serina/treonina (B-Raf) que es reclutada en la membrana celular tras
la estimulacion por factores de crecimiento “%°9, El gen BRAF de tipo salvaje, es un efector
corriente abajo dentro de la via de sefializacion ERK/MAPK, la cual regula el crecimiento,

proliferacion, diferenciacion y apoptosis de las células humanas 9.

La sefializacion quimica a través de esta via es de vital importancia para el desarrollo normal
antes del nacimiento ®®. El gen BRAF proporciona instrucciones para la transmision de
sefiales quimicas desde el exterior de la célula hacia el nicleo, siendo la via de sefializacion
de MAPK iniciada mediante la activacion de un receptor de membrana de tirosina quinasa
®D, Esta sefial, a través de la activacion de RAS, facilita la homo o heterodimerizacion de
BRAF de tipo salvaje. BRAF activado fosforila a MEK, que, a su vez, fosforila a ERK, lo
que resulta en multiples efectos celulares como la induccion de la proliferacion y

supervivencia celular ¢52_ (Figura 1)

Cuando el gen BRAF muta, adquiere propiedades oncogénicas. Los oncogenes tienen el
potencial de promover la transformacion de células normales a malignas %59, La activacion
de mutaciones de BRAF conduce a la dimerizacién constitutiva de la proteina BRAF, que a
su vez activa la cascada de sefializacion RAF-MEK-ERK, promoviendo asi la proliferacion
celular mientras inhibe la apoptosis ®?. El resultado final de esta secuencia de eventos es

impulsar el desarrollo y crecimiento del cancer ¢+%? (Figura 2).

Actualmente, se han identificado mas de 40 mutaciones del gen BRAF, la mayoria de las

cuales dan como resultado cambios en el dominio de la quinasa y el bucle P de la molécula.
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Figura 1. Desdiferenciacion escalonada del cancer de tiroides derivado de células
foliculares. Tomadas de Khatami F et al., 2018 .52,
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Figura 2. La via de sefializacion MAPK vy otras relacionadas en la oncogénesis del
cancer de tiroides. Tomadas de Khatami F et al., 2018 152,

Estos productos BRAF mutados fosforilan activamente MEK ©9). Alrededor del 80% de estas

alteraciones genéticas corresponden a la version trans del hotspot T1799A, que causa la
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mutacion activadora V600E, que se origina en la sustitucioén de valina por acido glutamico
en el aminoacido (aa) 600 “9. El 20% restante de las alteraciones genéticas de BRAF
explican una amplia gama de mutaciones sin sentido; estos residen en las glicinas del bucle
G (exon 11) o en el segmento de activacion (exon 15) cerca del V600 ©%. Una fusion en
marco del gen AKAP9 (exones 1 a 8) con el gen BRAF (exones 9 a 18), que se produce a
través de una inversion paracéntrica del cromosoma 7, se ha reconocido preferentemente en
los CPT inducidos por radiacién, en comparacién con las mutaciones puntuales de BRAF
63, La mutacion V600E confiere actividad transformadora a las células imitando la
fosforilacion de T599 y/o S602 en el segmento de activacién, con la consecuencia de que
BRAF permanece constitutivamente activo de manera independiente de RAS ©9. Los
estudios mutacionales y la cristalografia han demostrado que la mutacion BRAFV600E
desestabiliza la conformaci6n inactiva de la enzima y produce una quinasa constitutivamente
activa con una actividad 500 veces mayor ©4. Las mutaciones BRAF estan vinculadas con
una variedad de condiciones clinicas ®®. El sindrome cardiaco-facies-cutaneo, un trastorno
de anomalias congénitas maltiples, se debe a mutaciones de novo en BRAF, MEK, ERK o
KRAS ©5 %) Es de destacar que las lesiones precancerosas comunes, como los nevos
melanociticos, se correlacionan con una frecuencia sorprendentemente alta de mutaciones
BRAF, lo que sugiere que la activacion mutacional de la via RAS/RAF/MAPK es un paso
critico en el inicio de la neoplasia melanocitica, aunque su presencia por si sola no es
suficiente para la tumorigenesis del melanoma ©% %), Ademés, varias neoplasias como el
melanoma, carcinoma de tiroides y, aungue con menor frecuencia, el cancer colorrectal y el
adenocarcinoma de células no pequefias del carcinoma de pulmén pueden contener la
mutacion BRAF V600E. 673, Varios estudios indican que los inhibidores de BRAF
bloquean el aumento de la proliferacion celular inducida por la mutacion BRAFV600E ¢

63) seglin muestra la tabla 1 64
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Tabla 1. Clinical trials dirigidos a inhibidores BRAF en cancer de tiroides

Fase | Droga N. Ensayo Titulo Resultados Referencias
Clinico Publicados
1 Vemurafenib + | NCT02456701 Mejora de la / /
KTN3379 incorporacion de
yodo radiactivo en
céanceres de tiroides
mutantes BRAF con
la combinacion de
vemurafenib y
KTN3379
1 Dabrafenib + NCT01947023 Dabrafenib y Tasa de respuesta | Rothenberg et
Lapatinib ditosilato de parcial del 60%, al. 2015
lapatinib en el mediana de
tratamiento de supervivencia
pacientes con cancer | libre de
de tiroides progresion de 15
refractario que no se | meses, con
puede extirpar toxicidad
mediante cirugia aceptable.

1 Dabrafenib NCT00880321 Un estudio de fase I | Tasa de respuesta | Falchook et al.
para investigar la parcial del 29%, 2015
seguridad, la mediana de
farmacocinética y la | supervivencia
farmacodinamica de | libre de
GSK2118436 en progresion de 11
sujetos con tumores | meses, con
solidos toxicidad

aceptable.

2 Vemurafenib NCT01286753. | Un estudio de Aumento de la Brose, et al.
vemurafenib mejor respuesta 2016
(RO5185426) en general, duracion
participantes con de la respuesta y
cancer de tiroides supervivencia
papilar metastasico | libre de
o irresecable progresion tanto
positivo para la en pacientes no
mutacion BRAF tratados
V600 previamente

€Omo en pacientes
tratados con
inhibidores de
multiguinasa

1 Dabrafenib NCT01534897 Rediferenciacion de | Entre 10 pacientes | Rothenberg et
carcinoma de con céncer de al. 2015
tiroides papilar tiroides
mutante BRAF refractario al yodo
V600E refractario al | radioactivo, 6
yodo radiactivo con | pacientes (60 %)
GSK2118436 demostraron una

nueva captacion
de yodo
radioactivo en la
exploracion de
todo el cuerpo
después del
tratamiento con
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dabrafenib. Los 6
fueron tratados
con 5,5 GBq de
yodo-131. Dos
pacientes tuvieron
respuestas
parciales y 4
pacientes tenian
enfermedad
estable en la
reestadificacion
radiografica
estandar a los 3
meses.

La tiroglobulina
disminuy6 en 4 de
6 pacientes
tratados. Un
paciente
desarroll6
carcinoma de
células escamosas
de la piel. No
hubo otros
eventos adversos
significativos
atribuidos a
dabrafenib.

2 Vemurafenib

NCT01709292

Ensayo
neoadyuvante de
vemurafenib en
cancer de tiroides
localmente
avanzado

/

2 Dabrafenib +
Trametinib

NCT01723202

Dabrafenib con o
sin trametinib en el
tratamiento de
pacientes con cancer
de tiroides
recurrente

2 Trametinib +
Dabrafenib

NCT03244956

Eficacia de los
inhibidores de MEK
(trametinib) y
BRAFV600E
(dabrafenib) con
yodo radiactivo
(RAI) parael
tratamiento del
cancer de tiroides
diferenciado
metastasico
refractario
(MERAIODE)

1 Trametinib +
Pazopanib

NCT01438554

Estudio de fase 1 de
pazopanib con
GSK1120212 en
tumores sélidos
avanzados,
enriquecido con
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pacientes con cancer
diferenciado de
tiroides, sarcoma de
partes blandas y
colangiocarcinoma
1 Trametinib + NCT03085056 | Trametinib en i /
Paclitaxel combinacién con
paclitaxel en el
tratamiento del
cancer de tiroides
anaplésico

2 Trametinib NCT02152995 | Trametinib en el i /
aumento de la
incorporacion de
yodo tumoral en
pacientes con cancer
de tiroides
recurrente o
metastasico

Nota: Esta tabla muestra los estudios clinicos existentes dirigidos al tratamiento del

cancer de tiroides portadores de la mutacion BRAF. Tomada de Croce L et al., 2019
(64)

1.5. Correlacion histopatoldgica y mutaciones

El carcinoma de tiroides es una neoplasia genéticamente simple con un nimero bajo
de mutaciones ©®®). Las aberraciones del gen conductor en el cancer de tiroides bien
diferenciado son mutuamente excluyentes, con una media de una mutacion por tumor,
mientras que los canceres indiferenciados acumulan alteraciones genéticas adicionales, los
llamados eventos tardios %. Las mutaciones conductoras y las fusiones de genes se
identifican en mas del 90% de los canceres de tiroides, lo que la convierte en una de las
neoplasias malignas mejor caracterizadas molecularmente en humanos ©. El atlas del
genoma del cancer (TCGA), ha podido correlacionar la presencia de mutaciones y las
variantes histopatoldgicas del cancer de tiroides ©®, tal como se muestran en las figuras 3 y
4 7 permitiendo obtener un mejor conocimiento de las vias moleculares en la patogénesis
de esta neoplasia, asi como elementos para la estratificacion de agresividad y blancos

terapéuticos 5 6),

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03085056
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02152995

UNIVERSIDAD

TESIS UCSM ey (
DE SANTA MARIA
PTC (TCGA project)
BRAF-like PTC
- BRAF VEOO0E (84%)
= BRAF fusion {3%)
WODT-UMP = RET fusion {9%)
« RET fusion {10%} » MET fusion (0.4%)
« NRAS (14%) :
* TERT promoter (9%}
NIFTP * ALK fusion (1%)
+ RAS (30-50%): NRAS, + NTRE1/3 fusion (1%)
HRAS, KRAS RAS-like PTC Ancumul?tmn of
- BRAF KBO1E (3%) + NRAS (29%), HRAS (12%), KRAS (3%) mutations PDTC
= EIF 1A |:3".-'?:} « BRAF KBDME (4%) ATC
+ PPARG fusion (10%) + EIF1AX (4%) TP53, TERT promoter, CTNNB1,
> THADA fugion (10%) - PTEN {0.5%}) PI3K, Akt, mTOR pathways,
ET-UMP * PPARG fusion (3%) Histone methyltransferases,
- NRAS {13%), HRAS (7% ||| FSFR2 fusion {2%) Mismatch repair genes,
« BRARG fusion (796) » THADA fusion (5% SWI/'SNF chromatin remodeling complex
FA Frc
= RAS (30-50%): NRAS, HRAS, KRAS
* RAS (30%): NRAS, « PTEN {<10%]), PIK3CA, {<10%)
HRAS, KRAS - PPARG fusion (20-30%)
. Eﬁ;:':;??”ng « TERT promoter (20%)
) « BRAF KBO1E, EIF1AX, EZH1
* PTEM (5%), PIK3CA (5%) | . -
. EPARG fusion (%) Cytogenetic changes (65%)
« Clonal l_:ytogenic HCC
aberrations (50%) « MADCAMT (20%), EIF1AX (11%), UBXNT1 (3%), NRAS (9%), FAM171B (7%), HRCT1
Fal, DLXE (4%%), OR4LT (4%), ATXMNT (4%), POMZIP3 (2%), FRG2EB (2%),
Hyperfunctioning FA . 'I('FERT pmmcgner 322%] ¢ (4%) ¢ (2%}
* TSHR or GNAS (70%) » RAS/RAF/MAPK and PIBK/AKT/ImTOR pathway genes (55%)
+ EZH1 (275%) + Epigenetic-modifying genes (58%)

= DMA damage/repair genes (38%)

= Mitochondrial genes (71%)

» Chromosome 5 and 7 duplications, widespread loss of heterozygosity.
= In-frame gane fusions

Figura 3: Perfil mutacional de neoplasias derivadas de células foliculares tiroideas.
Tomadas de Kakudo K et al., 2018 €7,
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Figura 4: Alteraciones genéticas segun las caracteristicas histolégicas del carcinoma

papilar de tiroides en el conjunto de datos TCGA. Tomadas de Kakudo K et al., 2018
(67)
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1.6. Secuenciacion de transcriptomas

1.6.1. Introduccioén:

El transcriptoma es aquel conjunto de los ARN de transcripcion de un tipo
determinado de célula, que incluye al ARN de codificacion de proteinas, como el ARN
mensajero (ARNm) y de transcripcion no codificante de proteinas como el ARN ribosomal
(ARNr), ARN de transferencia (ARNt), microARN (miARN) y otros ARN no codificante
(ncRNA) ©®_ A diferencia del genoma, que se comparte por todas las células de un organismo
dado, el transcriptoma es especifico para un tejido o tipo de célula dada o incluso especifico
a nivel unicelular ®. La secuenciacion del transcriptoma (RNA-Seq) es una tecnologia de
reciente desarrollo que utiliza una secuenciacion de alto rendimiento con enfoques para
determinar la secuencia de todo el ARN de las transcripciones en un determinado espécimen
(69). Porque no se basa en la hibridacion con sondas existentes, la RNA-Seq se considera una
técnica imparcial para poder evaluar la expresion diferencial de genes y asi permitir la
identificacion de transcripciones novedosas como detectar empalmes y/o uso alélico de
patrones que estan presentes en células o en ciertas situaciones especificas ©%. Esta
tecnologia ha expandido rapidamente nuestra comprension de los perfiles de expresion
génica de diversos tejidos y/o células ©?, incluyendo una mejor comprension del uso de
empalmes alternativos en procesos normales y patoldgicos, el papel de los elementos
funcionales del genoma y el papel de ARN no codificantes, permitiendo asi descubrir una
gran cantidad de transcripciones de fusion en cancer >, La investigacion y el uso de esta
tecnologia para transcriptoma, ha permitido nuevos conocimientos en el desarrollo y estudio
de enfermedades benignas y malignas, procesos patoldgicos, migrando al campo clinico con
pruebas diagnosticas dirigidas a detectar transcripciones de fusion oncogénicas con un papel

en el diagndstico y tratamiento del cancer (-73),
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1.6.2. Tecnologias transcriptomicas:

Existen maultiples herramientas tecnologias para investigar y descifrar el
transcriptoma, cada una de ellas con sus propias ventajas y desventajas, segin muestra la
tabla 2 ®9. A continuacion, se discuten tres de las principales tecnologias, incluyendo las

diferencias metodologias, ventajas, sesgos asociados y limitaciones ©9,

Tabla 2

Comparacién de los métodos de investigacion del transcriptoma

Método Rendimiento Tiempo Tipo de Ventajas Desventajas
requerido | informacion
Microarray Hasta 20.000 <24 h Cualitativo Relativamente | Limitado a la
genes mas barato, deteccién de
alto expresion génica,
rendimiento, rango dinamico
cambio limitado, y se basa en
rapido, bueno | definiciones del
para transcriptoma
FFPE existente
NanoString Hasta 800 genes | <24 h Cuantitativo | Automatizado, | Rango dinamico
vuelta rapida, | limitado
capaz de y se basa en las
detectar definiciones existentes
fusiones de del
genes y transcriptoma
miARN,
bueno para
FFPE
RNA Dirigido a todo 3-7 dias Cuantitativo | Alto rango Caro,
sequencing el transcriptoma dinamico, soporte computacional
agnostico a necesarios sustancial
definiciones para el analisis de
del datos. Uso con FFPE
transcriptoma | todavia es
limitado

Nota. Esta tabla muestra las ventajas y desventajas de RNA sequencing en comparacion
con dos técnicas para evaluacion el transcriptoma. Tomada de Netto G. J. (2019) ©9),

1.6.21. Microarrays:

Gran parte del conocimiento en la actualidad sobre las firmas de expresion génica
clinicamente relevantes provienen del uso de microarrays, tecnologia que viene ayudando en

areas como la estratificacion del riesgo del paciente y en la identificacion del origen de aquel
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espécimen de tejido tumoral poco diferenciado o indiferenciado . Los microarrays son
capaces de poder determinar niveles de expresion de transcripciones conocidas, mediante
hibridacion de ARN purificado para oligos complementarios fijados sobre un sustrato sélido
(69), LLas micromatrices se utilizan con extractos de ARN total de tejido congelado, fijado en
parafina y embebido en formalina (FFPE), con medidas de transcripcidn que muestran una
consistencia del 80-97% entre los dos tipos de muestra "> 7®_ El ARN total es extraido de los
especimenes de interés seguidos por la generacion de ADN complementario (ADNc) por
medio de transcripcion inversa (RT) en el laboratorio ©9. Luego, las transcripciones inversas
se etiquetan con fluorescencia y son hibridadas a la matriz que puede tener sondas generados
a partir de ADNCc, oligonuclettidos, fragmentos de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), fragmentos digeridos con enzimas de restriccién, oligomeros o etiquetas de secuencia
expresada (EST) entre otras ”). Una vez que las transcripciones se hibridan, la matriz se
escanea con un laser para medir la intensidad de luz de las transcripciones hibridadas
marcadas con fluorescencia que actian como una medida de transcripcién relativa o absoluta
de abundancia en la muestra 7®. Con la mayoria de los microarrays, la expresion génica es
una medida acumulativa de todas las transcripciones relacionadas con un gen, a pesar de ello
tienden a tener dificultades para diferenciar entre isoformas de transcripcion ©%; sin embargo,
se han desarrollado micromatrices especializados para poder capturar estas isoformas ya sea
mediante microarrays de mosaico genomico de alta resolucion o con sondas que son
complementarias a las uniones de exones "), En general, existen dos enfoques para la
expresion génica que utilizan microarrays: el primero es comparar directamente una muestra
con una muestra control etiguetando cada uno de ellas con una etiqueta fluorescente diferente
e hibridando a la misma micromatriz, para posteriormente medir la abundancia relativa de la
transcripcion en la muestra de prueba en comparacion con el control 77, El segundo enfoque

es hibridar las muestras de prueba y de control por separado, lo que requiere la normalizacion

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE $ANTA MARIA

de la expresion génica, en todas las matrices que se utilizan en un experimento. En general,
los microarrays tienen dificultad para detectar transcripciones de baja abundancia y exhiben

capacidades de cuantificacion limitadas (rango de dinamicas) 7789,

Independientemente del enfoque de la expresion génica, con microarrays utilizados, las
mediciones de abundancia de transcripcién se someterdn a un analisis bioinformatico
mediante modelos clasificadores para crear unas firmas de expresién génica que se pueden
utilizar como ayuda en la prediccion clinica como subtipificacion de tumores o respuesta al
tratamiento ©®). Estos clasificadores basados en microarrays y genes asociados han resultados
ser firmas genéticas muy robustas que muestran una consistencia del 80 al 90% en todas las
plataformas ©V. La expresion de los ensayos de microarrays de dos genes y las clasificaciones
de sus asociaciones ha sido aprobada actualmente por la FDA, incluidos las Pruebas de origen
de tejidos y el MammaPrint €% 83), Ademés de estos dos ensayos, hay una variedad amplia de
otros perfiladores de expresion génica basados en microarrays, que ain no han sido
aprobados por la FDA, pero estan disponibles comercialmente ©%. El desarrollo de
microarrays y sus clasificadores ha ampliado nuestro conocimiento con respecto a la
variacion intrinseca de expresion entre tipos de tejido, durante la transformacion neoplasica,
asi como ha ayudado en la identificacion de los subtipos moleculares de tumores €4 8,
Multiples investigaciones, junto a esfuerzos de la Administracion de Medicamentos y
Alimentos de los EE. UU (FDA), el proyecto de control de calidad MicroArray (MAQC) y
otros grupos han llevado a descripciones detalladas de sesgos y variabilidades asociadas con
microarrays y sus analisis de manera detallada ©8 87, Sus resultados han llevado a grandes
mejoras en el disefio experimental, estrategias de andlisis de mejores précticas, calidad
reproducible y precisa de los datos obtenidos de los microarrays 7). El preprocesamiento,
que incluye la eliminacién de areas con mala sefializacion, ajuste de imagen para el

tamario/forma de cuadriculas de matriz y normalizacion para diferencias en la eficiencia del
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etiquetado y la calidad del ARN, son vitales para resultados exactos '®. Fuentes conocidas
de variabilidad incluyen sesgos vinculados a colorantes, eficiencias de hibridacion
diferencial, etiquetado, amplificacion métodos, sesgos relacionados con las fuentes, y
preparacion de sondas de matriz "® 88 Muiltiples variabilidades, sin embargo, pueden ser
evitadas mediante el uso de muestras de control adecuadas, réplicas de técnicas biolégicas
estandarizadas, asi como experimentos de intercambio de tintes 889 Sin embargo, todavia
existen varias limitaciones a pesar de los nuevos métodos que existen para mejorar la calidad
de datos 9. Estas limitaciones incluyen la dependencia de las definiciones de transcriptomas
existentes, los efectos de hibridacién cruzada que conduce a niveles de fondo relativamente
altos, y un rango dinamico limitado para evaluar la abundancia de la transcripcion debido a
los niveles de fondo y a la saturacion de las sefiales del informador ©®. A pesar de estas
limitaciones, los microarrays son generalmente precisos, con multiplataforma vy
reproducibilidad inter-/intra sitio, representando una forma econémica y relevante de

interrogar clinicamente maltiples perfiles del transcriptoma ©®),
1.6.2.2.  Perfiles de transcripciones digitales

Los avances tecnologicos han llevado al desarrollo del analisis digital de
transcripciones, que permite detectar cada molécula de transcripcion de ARN
individualmente, en lugar de la Unica deteccion de una sefial combinada de todas las
transcripciones hibridadas en el mismo lugar en un microarray ©%. Este enfoque permite la
cuantificacion digital dirigida de la expresion de ARN con un alto rendimiento, evaluando la
expresion de hasta 800 transcripciones por vez ©Y. Esta técnica esta disponible
comercialmente utilizando el sistema ‘“NanoStringnCounter®” que tiene una sensibilidad
comparable a los microarrays y a la PCR en tiempo real 2%, Este sistema puede utilizar

ARN total extraido como lisados crudos de sangre total y tejido a partir de una gran variedad
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de muestras, incluido las obtenidas por FFPE, para la investigacion y decodificacion de
fusiones de genes, expresion de genes, asi como la expresion de INCRNA (largas cadenas de
ARN no codificantes) y miRNA ©9. Se ha demostrado que esta plataforma funciona de
manera eficiente con tan solo 100 ng de muestra, incluso a partir de muestras con ARN
altamente degradado como FFPE %), La deteccion digital es posible gracias a un sistema de
sonda dual que consta de una sonda informadora la que etiqueta de forma Unica cada
molécula de transcripcion utilizando un cddigo de barras de fluoréforos (sondas fluorescentes
a través de tintes o proteinas fluorescentes) especifico de la transcripcion y una sonda de
captura que permite la transcripcion dirigida a través del codigo de barras molecular
hibridado para ser inmovilizado y detectado mediante una camara CCD (Dispositivo de

Carga Acoplada) y software de analisis de imagenes ©.

En general, esta plataforma ha demostrado generar datos altamente reproducibles, con
baja variabilidad técnica y biolégica intra-muestra ©®); sin embargo, de manera similar a los
microarrays, se ve obstaculizado por un rango dinamico limitado y se basa en definiciones
de transcriptoma existentes, limitando su capacidad para identificar transcripciones

novedosas, isoformas alternativas de empalme y fusion de genes con novedosas asociaciones

(96),

Esta plataforma puede ser altamente automatizada y tiene costos mas bajos en
comparacion con otros métodos de elaboracién de perfiles transcriptomicos; estas
caracteristicas asi como su capacidad para interrogar la expresion génica de muestras de mala
calidad en un multiplexado sin necesidad de amplificacion y con alta sensibilidad hacen de
esta plataforma una opcion atractiva para el desarrollo de paneles clinicos especificos como
el Ensayo de Céancer de mama Prosigna® aprobado por la FDA, que proporciona una firma

genética prondstica (1 92.95.97),
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1.6.2.3.  Secuenciacion de ARN

Con el desarrollo de la secuenciacion masiva paralela y de alto rendimiento de
proxima generacion (NGS), la transcriptomica basada en secuenciacion ahora se vuelve
rutinaria y estandar en biologia e investigacion médica, ganando rapidamente una amplia
aceptacion en la préactica clinica ®9. La secuenciacion ARN (RNA-Seq) permite la
cuantificacion digital del transcriptoma completo o dirigido, mediante la expresion de una
manera de alto rendimiento a partir de una variedad de tipos de muestras ©9. De las varias
ventajas de RNA-Seq sobre los métodos existentes basados en microarrays, las tres mas
importantes se relacionan con su naturaleza imparcial sin conocimiento a priori necesario de
la secuencia del genoma o de la transcripcién, un rango dinamico extremadamente alto que
permite la cuantificacion de transcripciones de baja y alta expresion, y niveles de ruido

relativamente bajos de hibridacion cruzada con secuencias del genoma 0 %),

Con respecto a las aplicaciones, a diferencia de los microarrays, las metodologias
basadas en RNA-Seq no proporcionan solo la cuantificacién digital de la expresién de
transcripcion absoluta y diferencial, sino también datos de secuencia de lectura con
resolucién de pares de bases que permite la identificacion de transcripciones novedosas
(incluidas transcripciones alternativas y empalmadas de forma aberrante y ARN no
codificante), expresion de variantes somaticas en cancer, expresion especifica de alelos, ARN
nuevo que edita nuevos eventos, cambios de secuencia postranscripcional (mutaciones o

edicion), asi como fusiones de genes €% %),

Junto con los costos rapidamente decrecientes de NGS en general y el desarrollo de
herramientas altamente evolucionadas para el andlisis del transcriptoma, RNA-Seq se ha
convertido firmemente en aquella herramienta de eleccion en la investigacion de

transcriptomas y el desarrollo de aplicaciones clinicas ¢
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1.6.3. Protocolos y preparacion de la biblioteca de RNA-Seq

"RNA-Seq" es un término técnico genérico que se utiliza para hacer referencia a una
variedad de tecnologias de secuenciacion de ARN y ADNc, las dos técnicas mas
comUnmente implementadas son la secuenciacion de ARNm en poli-A + fraccion de RNA
celular total y la secuenciacion de ADNc de fracciones de RNA total enriquecidas por captura
o amplificacion por hibridacion, segiin muestra figura 5 ©9. Actualmente, la secuenciacion
de moléculas de ARN no es rutinariamente realizada debido a la alta tasa de error de las
tecnologias de secuenciacién de una sola molécula; a continuacién, se discute la

secuenciacion de bibliotecas de ADNc tipicamente preparadas a partir del ARN total ¢,

o MMMl = 1

Qo 1 pg total RNA 50-200ng total |
Q from frozen ,\ RNA frgom ‘ R—
tissue or cell FFPE
lines specimens
poly (A) mRNA
selection OR
Ribo-depletion

A

|l fragmentation

y

—— Library
———— construction
Hybridization l
Capture
\ Sequencing

Figura 5: Vision general de la preparacion de la Biblioteca de RNA-Seq. Se generan
bibliotecas de ARN extraido de lineas celulares, tejido congelado o especimenes de
FFPE que se someten a seleccion y fragmentacion de ARN. Seguidamente las bibliotecas
de transcriptomas se secuencian usando plataformas NGS. Tomada de Netto G. J.
(2019) €9,
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1.6.3.1. Evaluacién de la calidad del ARN

A consecuencia de la inestabilidad inherente del ARN como molécula bioldgica, la
calidad y precision de los datos de la RNA-Seq dependerén en gran medida de la calidad del
RNA de entrada ©?. La evaluacion de la calidad del ARN para los experimentos de RNA-
Seq aun no se ha estandarizado, existiendo varias métricas preanaliticas de la integridad del
ARN como lo son el nimero de integridad del ARN (RIN), DV200 (% de fragmentos de
ARN> 200 nt) métricas, métodos cuantitativos basados en PCR, asi como algoritmos
bioinformaticos para la evaluacion de la calidad del ARNm de los datos de RNA-Seq en si,
que se han descrito @190 Mientras no se demuestre una métrica de estas técnicas que sean
altamente precisas en la prediccion del éxito de la generacion de una biblioteca RNA-Seq de
alta complejidad, los ARN con puntuaciones de RIN > 7 y valores de DV200 > 50-60%, por
lo general, se considera de "alta" calidad para aplicaciones de RNA-Seq. La eleccion de un
adecuado protocolo RNA-Seq esta influenciado por la calidad de ARN; por ejemplo, poli-A
+ MRNA-Seq no es practico para ARN de baja calidad y muy fragmentado, como lo es a

menudo el caso de FFPE e incluso de muestras congeladas en la préctica clinica %9,

Los requisitos del ARN de entrada para bibliotecas NGS también varian segun el
protocolo; basado en la amplificacion, las bibliotecas de RNA-Seq dirigidas se pueden
preparar a partir de minimas cantidades como 10-20 ng de ARN total, mientras que el analisis
de transcriptoma o transcriptoma codificante requiere cantidad de insumos mas altos que van

desde 40 ng a 1 ug de ARN total ©9,

Los niveles de ARN de entrada son tipicamente més altos para métodos de seleccidn
que emplean deplecion de ARNr o para la seleccion positiva de fragmentos de ARN con
colas poli-A intactas, mientras que los métodos de seleccion basados en captura de

hibridacion generalmente requieren menos ARN de entrada ©.
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1.6.3.2. Meétodos de seleccion de secuencia de ARN

El ARN total de muestras biologicas contiene multiples especies de ARN, incluido el
ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia (ARNt), ribosomal (ARNr) y otros ARN
no codificantes (ARNCc), con ARNr que representa aproximadamente el 85% de todos los
ARN de una célula %2, Debido a la sobrerrepresentacion de ARNT, es necesario agotar el
ARNr del ARN total extraido, ya que es fundamental para la sensibilidad de la RNA-Seq en
la deteccién de transcripciones de RNA bioldgica o clinicamente importantes, asi como

alteraciones dentro de estas transcripciones 9.

Los métodos de ribodeplecciébn que se utilizan comUnmente para eliminar
eficazmente las transcripciones de ARNr incluyen el enriquecimiento poliadenilado (poli-A)
y la deplecion del ARN ribosémico (ARNr) ¢, Dependiendo del tipo de aplicacion, mas
estrategias para selectivamente enriquecer ciertas fracciones de ARNm, por ejemplo,
fraccion de ARN no poliA + (ARN nucleolares pequefios, histonas ARNm, etc.) o el
transcriptoma que codifica la proteina, por lo general utilizan la captura de hibridacién de
ADNCc generado por transcripcion inversa de ARN o estrategias de enriquecimiento basadas

en amplificacion (p. ej., PCR Multiplex Anclada) *%°10%),

Al considerar el método de seleccion, se deben considerar cuidadosamente los
beneficios e inconvenientes para determinar el mejor enfoque para el tipo de muestra y
objetivo experimental ¢®. Como se mencion6 arriba, las bibliotecas con poli-A seleccionado
y empobrecido de ARNTr son los enfoques mas comunes para seleccion de ARNm para ARN-
Seq, ambos de manera efectiva excluyendo la mayoria de las transcripciones de ARNr €9,
La seleccion de Poli-A utiliza perlas de oligo-dT, enriquecedoras para ARNm adulto con
colas 3 'poli-A intactas, mientras que los métodos de agotamiento del ARNr utilizan sondas

especificas para la captura de hibridacion de ARNr para eliminar estas transcripciones por
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sustraccion basada en cuentas, con ambos tipos de seleccion que tienen ARNm con

sensibilidad muy similar de transcripcion (103-109),

Mientras la seleccion de poli-A es muy eficiente para caracterizar transcripciones de
ARNmM, debido a la dependencia de una cola 3' poli-A intacta, fragmentada y degradada, las
moléculas de ARNm con pérdida de colas de poli-A muestran subrepresentacion o sesgo 3 '
en la cobertura de ARNm por ARN-Seq (100 103,106) este método también no es adecuado

para especies de ARN no poliadenilado (02 103),

El agotamiento del ARNr, por otro lado, tiene una cobertura mas consistente en todas
las transcripciones y se puede utilizar para especies de ARN no poliadenilado. Sin embargo,
el agotamiento del ARNr ha sido demostrado ser un poco menos eficiente con respecto a

cobertura exdnica que las bibliotecas seleccionadas de poli-A (02104, 106)

Para una seleccibn mas especifica del transcriptoma, ciertas técnicas de re-
secuenciacion del ADN dirigidas para capturar regiones seleccionadas para RNA-Seq se han
desarrollado ®%. Dos de los métodos objetivos méas comunes de seleccion incluyen la
hibridacion basada en la captura de seleccion y el de secuenciacion del transcriptoma basada

en amplicones ©9.

Los rangos de tamario de los paneles de secuenciacion de transcriptomas especificos
pueden variar mucho, de unos pocos genes a toda la codificacién conocida del transcriptoma
197 La ARN-Seq dirigida ha demostrado ser muy eficiente para especimenes altamente
degradados como FFPE, con hibridacion de captura con un mejor rendimiento en muestras

degradadas que con poli-A seleccionado y sin bibliotecas de ARNr (97,

La captura basada en hibridaciéon y la secuenciacion del transcriptoma basada en

amplicones han demostrado tener una cobertura gendmica similar y medidas de expresion
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génica normalizadas en comparacion con los transcriptomas poli-A seleccionados, sin
embargo, todavia a menudo requieren menos niveles de ARN de entrada que la seleccion
poli-A (107108 Ademas, estos métodos tienden a tener una mayor sensibilidad con respecto

a la técnica con transcriptomas poli-A @07,

Un método de enriquecimiento especifico de RNA-Seq dirigido que ha demostrado
ser prometedor en el &rea clinica del diagndstico se basa en el método Multiplexado Anclado
de PCR (AMP ™). La RNA-Seq basada en AMP ™ ha demostrado una alta sensibilidad para
la deteccion de fusion de genes independiente del socio de fusion, ademas a la deteccion
simultanea de variantes de un solo nucledtido, inserciones, eliminaciones y cambios de

nimero de copia %9,

La secuenciacién dirigida permite importantes ahorros en costos, tiempo y potencia
informatica, resultados incidentales reducidos, y se ha utilizado para el desarrollo de paneles
clinicamente Gtiles 1% 'V, Sin embargo, la secuenciacion dirigida, especialmente la de
métodos de enriquecimiento basados en amplificacion, puede introducir sesgos que
comprometan la complejidad de la biblioteca y pueden resultar en una representacion

insuficiente de las transcripciones de bajo nivel ©9.

La utilidad clinica de la secuenciacion completa del transcriptoma versus RNA-Seq
dirigido es un area actual de investigacion que es abordada por varios grupos, incluyendo el
programa del Instituto Nacional de Salud de la Secuenciacion Clinica de la Investigacion

Generadora de Evidencia (CSER2) 12,
1.6.3.3. Fragmentacion y Preparacién de la biblioteca

La fragmentacién del RNA (o ADNc o ADNdS) es necesario antes de la reparacion

del extremo y la ligadura del adaptador para la preparacion de la biblioteca de secuenciacion
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NGS ©9, Se han desarrollado protocolos especificos para retener informacion de la cadena
de ARNm a través del proceso de preparacion de la biblioteca, incluida la incorporacion de
dUTP (dexosiuridina trifosfato) durante la sintesis de la segunda cadena seguida de la

digestion de uracil-ADN glicosilasa (UDG) 9

Las moléculas de ADNc trenzado luego de someterse a métodos tipicos de
preparacion de bibliotecas NGS, como la reparacion del extremo, la cola Ay la ligadura de
adaptadores de biblioteca que incluyen muestras de codigos de barras ©9. Después de la
seleccién de ARN y biblioteca NGS Prep, los fragmentos de ADNCc ligados al adaptador son

luego amplificados y secuenciados en una plataforma NGS de alto rendimiento ©%,

Dado que la complejidad y diversidad de los transcriptomas celulares son muy
variables y dependientes entre varios factores, incluido el tejido de origen y el estado de
enfermedad, generando una biblioteca de ARN complejo con representacion adecuada de
todas las transcripciones de interés del ARN, incluida la novela baja y transcripciones sin

anotaciones, es un gran desafio 7.

Los métodos de preparacion y seleccion de bibliotecas, asi como la calidad y cantidad
del ARN de entrada son los principales contribuyentes a la complejidad de la biblioteca, que
puede evaluarse bioinformaticamente utilizando el porcentaje de duplicacion como medida

de la "unicidad" de las lecturas de secuencia ©9.

La biblioteca de baja complejidad (altas tasas de duplicacion) puede deberse a
cantidades limitadas de ARN, ARN muy fragmentado y uso de ciclos de PCR excesivos
durante preparacion de la biblioteca ©9. Varios protocolos de preparacion de bibliotecas de
RNA-Seq incorporan codigos de barras moleculares (o identificadores moleculares tnicos)
que marcan las moléculas de ARN o ADNCc antes de la PCR y puede utilizarse para evaluar

con precision la complejidad de la biblioteca **3),
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1.6.4. Analisis de datos de la secuencia de ARN

Debido a las amplias aplicaciones de los experimentos de RNA-Seq, los pasos del
analisis de datos son multiples, a menudo computacionalmente intensivo, y ningun conjunto
de los programas de software ofrecen todas las herramientas analiticas disponibles ©9, tal

como se muestra en la figura 6 y la tabla 3 69,

Tabla 3

Software bioinformatico para andlisis de secuenciacion del transcriptoma

Tipo de analisis Software aplicado
FastQC

Control de calidad y FASTX-Toolkit
preprocesamiento Trimmomatic
Picard

RSeQC

Referencia STAR

establecida

Bowtie2/TopHat
Trinity

De nuevo SOAPdenovo-Trans
Rnnotator
Trans-ABYSS

Transcripcion de identificacion y Cufflinks
cuantificacion

Alineacion

RSEM

DESeq2
edgeR
NOISeq
CuffDiff2
Empalme alternativo rMATS
DESeqg2

GATK

deFuse
SOAPfuse
Descubrimiento de fusion de genes Chimera
TopHat-Fusion
PRADA
Fusion Hunter
Nota. La presente tabla muestra los componentes de manera secuencial que componen
el software bioinformatico del RNA-Seq. Tomada de Netto G. J. (2019) €9,

Expresion génica diferencial

Descubrimiento de variantes
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Figura 6: Datos del analisis RNA-Seq. Las vias de secuenciacion informatica del
transcriptoma son altamente dependientes de la naturaleza del experimento. Después
los datos de la secuenciacién del transcriptoma son alineados con el genoma humano o
la secuencia de referencia del transcriptoma; programas especificos son integrados en
la tuberia para realizar analisis especializado para perfiles de expresion y deteccion de
mutaciones somaticas, fusiones de genes, y empalme alternativo de eventos. Tomada de
Netto G. J. (2019) €9,

Los procesos clave comunes a todas las vias son el control de calidad y la lectura de
alineacion . Dependiendo de la naturaleza del experimento, los programas especificos se

incorporan a la via para realizar el perfil de expresion y expresion diferencial, deteccion de
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mutaciones somaticas y fusiones, y alternativas de empalme, por nombrar algunos . Una
evaluacion completa del anélisis de datos de la RNA-Seq y las mejores practicas de las
directrices se pueden encontrar en otros lugares '%; a continuacion, se analizan algunos

pasos y aplicaciones claves.
1.6.5. Montaje del Transcriptoma

Las lecturas de secuencia obtenidas de las plataformas NGS utilizadas suelen ser
cortas y, por lo tanto, deben reconstruirse en transcripciones completas, con la excepcion de

clase de ARN de secuencia corta, como miRNA (19

Antes del montaje, las lecturas de secuenciacién cruda se preprocesan para eliminar lecturas
de baja calidad, duplicados de PCR, secuencias adaptadoras, errores de secuenciacion y otros

artefactos mediante herramientas como como FastQC, FASTX-Toolkit y Trimmomatic 15

118)

En particular, los errores de secuenciacion se eliminan o corrigen mediante el uso de la
puntuacion de calidad para cada lectura, una funcion de probabilidad de que una base
especifica en la secuencia es correcta, y/o la frecuencia k-mer, que es el nimero de veces que

aparece un oligonucleétido corto de longitud k en un conjunto de secuencias de DNA ©9),

Los k-mers de muy baja frecuencia suelen originarse en errores de secuenciacion, y las
lecturas que contienen estos errores se pueden quitar. Sin embargo, esto podria eliminar, pero

en muy raras ocasiones, transcripciones genuinas 19,

Después del preprocesamiento, el ensamblaje del transcriptoma se puede lograr mediante un
ensamblaje basado en el genoma de referencia o un ensamblaje "de novo™ segiin muestra la

figura 7 14,
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a Reference-based Assembly

RNA-Seq reads

GCEECATGTAGGETAGGEATAEGG
GETACC@ATCGGEBATEAECACG TTTEACGACCTTATAGGTTGEEA
GoATCACGATCGTTTEACSGACGT EGCGACGTTATASGTTGEEAGTAAG

¥

TAGGE OCAGTA
k-mers (k=5)
GGETR CORTG EGTTG ]
SEBAT ASCTT Cooen

BLAT/ TopHat ~~

SATGT GETAG algorithms GITGE GTRAG

(o7 N W Tele] o e fed vl N ofcie] of N o,V nd e Y ol oyl o U ol e U ol clinle 9 W ol cind =1
Reference Genome

b De-novo Assembly

RNA-Seq reads

CECCATGTAGGETAGGEATEGG
GETAGGEATEGGEATEATCAGG TTTEACGAESGTTATAGCGT TGEEN
GOATOACGACGCTTTCACGACGT CGCACGTTATACGCTTGEGCAGTAAG

\

TRGGE GAGTA
GGETA CCATG -G'I‘T ] k-mers (k=5)
EREAT RRGTT
ol I ‘ _.“EGTTGABGTYT;,

FeRE ..y

TP,

n
-------- GGETACECATECAG TAEG T TGACG T TGECEAGEEEN - - - - --- -
-------- GGRTAGCEATEAGTACGTTG- -- - - - - -GOECAGCEER - ------ -
COCETAETEATSAGCTAGGCTTG - GOCCCAGTCTA

-------- GGETACTECATEAGTASGT TCACGT TCERCAGEEESN --------
De novo assembled transcriptome isoforms

Figura 7: Montaje de Transcriptoma. Las lecturas de secuenciacion de ARN pueden ser
ensambladas por un sistema de referencias (a) 0 un montaje de novo (b). Métodos de
ensamblaje basados en referencias dividen las lecturas de RNA-Seq en subcadenas (k-
mers), mapeando estos fragmentos mas pequefios a una referencia de genoma para
crear un transcriptoma ensamblado. Métodos de montaje de novo, similar al
ensamblaje basado en referencias, dividen la RNA-Seq en k-mers; sin embargo, la
siguiente generacion de los k-mers, en forma de subcadenas se organizan en base a la
presencia de al menos uno base superpuesta en k-mers adyacentes ensamblandose en
un Grafico de Bruijn para determinar todas las posibles secuencias de combinaciones
de isoformas. Tomada de Netto G. J. (2019) ¢,

El método basado en referencias comprende dos partes. Primero, las lecturas estan alineadas
con una referencia del genoma o transcriptoma con un "empalme-consciente alineador” como
TopHat o STAR %12) En segundo lugar, las lecturas superpuestas del mismo lugar se

agrupan en un grafico para llegar a todas las posibles isoformas, seguidas de analisis mediante
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programas como Gemelos o0 RSEM para la resolucion, descubrimiento y cuantificacion de
isoformas de transcripcion %2123 | os métodos basados en referencias requieren menos
poder de computacion, elimina algunos artefactos y errores como la no alineacion con el
genoma de referencia, y son muy sensibles a las transcripciones raras ©. Es importante tener
en cuenta que los errores causados por los alineadores de lectura corta pueden trasladarse al
ensamblaje y que las lecturas empalmadas que abarcan intrones mas largos pueden ser
omitidas. "Lecturas maltiples”, donde una secuencia se alinea igualmente bien para varios
loci en el genoma, pueden ser excluidas, sin embargo, esto dejara lagunas en el conjunto de
la secuencia final %, El montaje "de novo" no utiliza una referencia del genoma (Fig. 7).
En cambio, aprovecha la redundancia en las lecturas cortas y utiliza las superposiciones para
ensamblar el transcriptoma con herramientas de software como Rnnotator, SOAPdenovo-
Trans, TransABySS y Trinity 2412 Trinity fue desarrollado especificamente para datos de
RNA-Seq y previene genes superpuestos en la misma hebra que se interpretan erroneamente
como transcripciones de fusion ©%. También agrupa secuencias lineales relacionadas que
representan isoformas alternativas o familias de genes paralogos en estructuras no lineales
que contienen "burbujas” y fines alternativos. En general, las estrategias ""de novo™ exigen
mucha potencia de céalculo ®?" 28 | a nube informatica es una alternativa y se han

desarrollado ensambladores de genomas basados en la nube 19,
1.6.6. Evaluacion de Calidad de la Secuenciacion de Transcriptomas

Después del montaje, es fundamental evaluar la calidad y alineacion de las secuencias
resultantes 4. Existen multiples programas para evaluar la calidad de la secuenciacion
incluyendo Picard (Broad Institute), RNASeQC (Broad Institute), FastQC (Babraham
Institute) y RSeQC (Baylor College of Medicina) 116129131 Secuenciacion de métricas de

control de calidad debe usarse para evaluar regularmente la calidad de secuenciacién para
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cada ejecucion, asi como para determinar tasas de precision para cada plataforma de
secuenciacion y kit de preparacion de la biblioteca para ayudar en la deteccion de problemas
de instrumentacién y variabilidad de lote a lote en Kits de preparacion y secuenciacion de
bibliotecas 9. El consorcio Europeo de Variacion Genética de la Enfermedad (GEUVADIS)
ha recomendado varios pardmetros que se evalian como control de calidad, incluida la
distribucion de las puntuaciones de calidad base y contenido de GC, tasa de mapeo,
desviacion estandar del tamafio de inserto y distribucion de cobertura a lo largo de la
transcripcion 3. De estos, uno de los parametros mas importantes es el porcentaje de
lecturas mapeadas, que tiende a ser un indicador general de la precision general de la
secuenciacion ©. Bajo tasas de mapeo, por debajo del 70% al mapear el transcriptoma

humano, puede ser una indicacion de Contaminacion por ADN 20,

Otro importante parametro, fuera de los recomendados por GEUVADIS, es el
porcentaje de unicidad con niveles bajos que posiblemente indiquen una biblioteca baja
complejidad que puede ser el resultado de una mala Calidad del ARN 9. La sensibilidad de
RNA-Seq, como todas las técnicas de secuenciacion de proxima generacion, depende
altamente de la complejidad de la biblioteca y la profundidad de la secuenciacion ©9. La
complejidad de la biblioteca, como se indico anteriormente, puede cuantificarse mediante el
software de control de calidad (QC), como RNA-SeQC, que detalla la tasa Unica de
transcripciones mapeadas en funcion de sitios tnicos de inicio de lectura ®*9. En nuestra
experiencia, una tasa de ARN Unica de aproximadamente 40% o mas tiende a indicar
bibliotecas NGS de alta calidad ©%. Desafortunadamente, determinar la profundidad 6ptima

de la secuenciacion necesaria para RNA-Seq no esta bien definida adn 6.

Como la expresidon de ARN es variable y puede abarcan varios 6rdenes de magnitud,

la profundidad de secuenciacion necesaria para detectar las transcripciones de interés se
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correlaciona inversamente con los niveles naturales de la expresion de la transcripcion en la
muestra 2% 133 | as transcripciones altamente expresadas seran mas facilmente detectadas
que aquellas transcripciones con un nivel de expresion de moderado a bajo y, por lo tanto,
requieren menos profundidad de secuenciacion ©9. Transcripciones expresadas de bajas a
moderadas representan una proporcion menor de la poblacion total de transcripciones, la
deteccion de las transcripciones expresadas requerird mayores profundidades de
secuenciacion 2”134 Una profundidad de secuenciacion insuficiente puede conducir a una
expresion génica erronea y a variantes de métricas de frecuencia de alelos, asi como una
incapacidad para detectar transcripciones bajas expresadas, fusiones de genes y variantes ©9.
Actualmente, no existen estandares o pautas con respecto a la profundidad de secuenciacion
requerida para una alta confianza en la deteccién de la representacion completa del

transcriptoma o para aplicaciones especificas ©°).

El uso de estudios de mezcla de células y picos sintéticos utilizando variantes
verdaderas positivas y fusiones de genes con una amplia gama de tasas de expresion ayudara

a informar sobre la cobertura 6ptima necesaria para cada ensayo ©.
1.6.6.1. Material de referencia y Control de Calidad

Dado que la RNA-Seq es una tecnologia en evolucion con mejoras en constante
cambio en cuanto a avances en instrumentacion, quimica de secuenciacion, nuevas
metodologias de construccion de bibliotecas, y analisis computacional, para que la RNA-Seq
sea clinicamente viable, existe una inminente necesidad del desarrollo de estandares, "la
mejor practica” y materiales de referencia para garantizar el mantenimiento de la calidad

entre las ejecuciones de secuenciacion ©9,

Mientras que los estandares de referencia para el ADN se han vuelto mas

ampliamente establecidos, los estandares para el ARN se han quedado atrds debido a la
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complejidad y diversidad del transcriptoma, asi como debido a la mayor variacioén de la
calidad en la muestra de ARN, diferentes métodos de preparacion de bibliotecas y seleccion

de ARN, y el requisito de un mayor anlisis bioinformatico complejo 39,

Uno de los primeros materiales de referencia de ARN desarrollados para microarrays
y secuenciacion del transcriptoma fue las muestras de ARN de referencia humana universal
compuesto de ARN derivado de una mezcla equimolar de multiples lineas celulares ©9. Las
muestras de referencias de ARN han sido desarrolladas y analizadas por muchos consorcios,
incluidos SeQC y la Asociacion de Instalaciones de Recursos Biomoleculares (ABRF), con
los datos resultantes disponibles para descargar de Gene Expression Omnibus (GEO) vy el
repositorio de Sequence Read Archive (SRA) para utilizar esta informacién como control de
calidad (% 105.136.137) " Sjn embargo, una de las principales limitaciones del uso de material
bioldgico y genético humano como la referencia universal para las muestras de ARN es la
incapacidad de estos controles para combinarse directamente con muestras de pacientes sin

contaminar los analisis posteriores (2%,

Poder combinar un estandar de referencia directamente con muestras de pacientes
proporciona el beneficio agregado de que el control se someta al mismo tiempo a todos los
pasos de preparacion y secuenciacion de la biblioteca como espécimen clinico, actuando, asi
como un control interno que refleja con precision todos los procesos y variabilidades técnicas
asociadas a la muestra de cada paciente 9. Los controles de aumento exégeno sirven como
una buena alternativa a las muestras de ARN de referencia humano, ya que estos controles a
menudo comprenden secuencias no humanas o artificiales que permiten distinguir las
lecturas derivadas de la muestra del paciente, lo que permite afiadir a estos controles a la
muestra de ARN de cada paciente 39, Ademas, el uso de un estandar de ARN exdgeno en

lugar de transcripciones enddgenas como "genes de limpieza" proporciona un método
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estandar mas confiable debido a la naturaleza idéntica y constante expresion entre muestras
(138) El Consorcio de Controles de ARN Externo (ERCC) se formo para desarrollar controles
de ARN externo para su uso en la evaluacion del rendimiento técnico de los ensayos de
expresion génica, incluidos microarrays y RNA-Seq ©%. Estos controles externos se
desarrollaron para ayudar a determinar la precision, reproducibilidad y limites de deteccion
de los ensayos de perfiles transcriptomicos, asi como para servir como medida estandar para
la secuenciacion de tasas de error, sesgos de cobertura y cuantificacién de la transcripcién
(138) El esfuerzo de ERCC ha llevado al desarrollo de estandares de ARN externos conocidos
como los picos de ERCC que consisten en dos conjuntos preformulados de 92 transcripciones
poliadeniladas de la biblioteca ERCC de referencia de plasmidos generada a partir de los
genomas de Bacillus subtilis y Methanocaldococcus jannaschii, asi como de ADN sintético
(138,139)  Grandes estudios que incluyen la secuenciacion de proxima generacion SeQC y
proyectos ABRF han utilizado los picos de ERCC para evaluar la sensibilidad y precision de
RNA-Seq, y estos han sido recomendados en ultima instancia por la ABRF como métrica de

calidad Gtil basada en muestras (%% 105.138),

Fuera de estos multiples esfuerzos, los laboratorios han generado controles de ARN
spike-ins (transcripcion de ARN de secuencia conocida y cantidad utilizada para calibrar
mediciones en ensayos de hibridacion de ARN) sintético personalizados para evaluar la
sensibilidad de RNA-Seq con respecto a la deteccion de isoformas de transcripcion, clases
pequefias de ARN vy alteraciones clinicamente relevantes que incluyen fusiones de genes (3¢
140-142) Estos picos sintéticos generados para de la variacion genética humana puede ser
importante para evaluar la sensibilidad de RNA-Seq en regiones que son a menudo dificiles
de caracterizar por las tecnologias NGS ), como en areas ricas en GC (guanina-citosina).
Muchos tipos de alteraciones gendmicas también se pueden multiplexar dentro de un solo

conjunto de picos de ARN que permiten evaluar una variedad de tipos de alteracion a la vez
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69, A pesar de todos los beneficios relacionados con los controles de picos externos, hay un
desafio constante para estos controles de referencias para mantener la conmutabilidad entre
diferentes métodos de preparacion de bibliotecas y plataformas de secuenciacién, ya que las
construcciones sintéticas no lo hacen siempre y funcionan de manera similar a las
transcripciones de ARN nativo, como se demostré en el estudio ABRF en cuéales ERCC

spike-ins se desempefiaron mejor en bibliotecas con ribodeplecién que en bibliotecas poli-A

(99, 105)

Es importante sefialar que el desarrollo de los estandares de referencia RNA-Seq es
un proceso, como lo demuestra el recientemente lanzado Proyecto ERCC 2.0, para iniciar el
desarrollo de controles de aumento de ARN actualizados que incluyen imitadores de ARNm

mejorados, asi como nuevos genes de fusion del cancer y controles de ARN pequefio 43,
1.6.7. Expresion Genética y Deteccion Alternativa de Empalmes

Después de la evaluacion de calidad de la secuenciacion, el analisis para la
cuantificacion de la transcripcion, identificacion de isoformas de empalme, variantes y genes
de fusion se pueden iniciar ©9. Una de las mas comunes aplicaciones de la secuenciacion del
transcriptoma esta relacionada con la estimacion de la expresion de los niveles de

transcripcion ©9.

La expresion de la transcripcion de RNA-Seq se cuantifica agregando el nimero total
de lecturas que se alinean con cada transcripcion seguida de la normalizacion segun el tamafio
y la funcion de la biblioteca ®%, con expresion de transcripcion expresada en términos de
"fragmentos esperados por kilobase de transcripcion por millén de fragmentos mapeados™
(FPKM) o "Lecturas por kilobase por millon de lecturas asignadas” (RPKM) 3. Programas
especializados como “La suite de gemelos” y RSEM han desarrollado algoritmos sofisticados

que ayudan en la asignacion precisa de lecturas asignadas a mas de una transcripcion por el

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

uso de un enfoque de maximizacidén de expectativas que explica los sesgos particulares
asociados con la distribucion de lectura no uniforme a lo largo de la longitud del gen 122123,
Una vez que las transcripciones han sido cuantificadas y normalizadas, los datos pueden
luego ser utilizados para evaluar la expresion diferencial de firmas de genes entre diferentes
muestras, que son normalmente calculadas utilizando distribuciones de probabilidad
discretas como Poisson o binomio negativo. Métodos populares de expresion diferencial
como el anlisis de los datos de RNA-Seq incluye edgeR, DESeq2 y NOISeq 144149 E|
analisis diferencial del nivel de transcripcién también puede detectar eventos alternativos

comparando la expresion de diferentes isoformas de transcripcion.

Existen programas desarrollados para la deteccion de eventos de empalme alternativo
los que incluyen CuffDiff2, DSGSeq y rMATS, todos ellos utilizan diferentes algoritmos
para identificar isoformas alternativas 47149, CuffDiff2, parte de la suite de gemelos, integra
la estimacion de abundancia de la transcripcion y expresion diferencial del analisis de
isoformas, con métodos incorporados para el sesgo de correccion de secuencia y uso de una
distribucion binomio beta-negativo para asignar fragmentos a cada isoforma 47, DSGSeq
compara los recuentos de lectura en los exones y sus uniones para la deteccion de diferencias
significativas en la abundancia de isoformas, mientras que rMATS identifica las uniones de

exones presentes en las lecturas para detectar eventos de empalme diferencial de exones 4%

149)

Los métodos basados en exones 0 uniones tienden a tener mayor precision en la
identificacion de alternativas especificas de eventos de empalme; sin embargo, todos estos
enfoques tienden a verse obstaculizados en general por los factores intrinsecos como
limitaciones de la secuenciacion de lectura corta 9. Multiples estudios han demostrado

una fuerte concordancia de la expresion de la transcripcion normalizada entre RNA-Seq y
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microarrays, con algunos estudios que atribuyen RNA-Seq con mayor sensibilidad (7 159,
Sin embargo, cabe sefialar que esfuerzos de la FDA y su proyecto SeQC, asi como por la
ABRF han demostrado que las mediciones absolutas de la expresion génica de RNA-Seq son
poco fiables, mientras que las medidas de la expresion génica relativa son precisas y
reproducibles en sitios y varias plataformas ©° 1%, Mas, RNA-Seq es susceptible a sesgos
comunes de secuenciacion NGS, como contenido de GC, sesgos posicionales, efectos por
lotes, ruido de fondo y otros sesgos de secuencia, ademas de los sesgos asociados con

métodos de seleccion de transcripciones % 152),

Muchos de los filtros de preprocesamiento y métodos analiticos han sido
desarrollados para reducir el ruido de fondo, aunque es importante tener en cuenta que a
menudo mejoran su exactitud a expensas de la precision ©9. Se han desarrollado paquetes
como NOISeq R para ayudar en la identificacion de sesgos especificos de conjuntos de datos

individuales y ayudar en la normalizacion de los datos (46),

Se recomienda encarecidamente el uso de maltiples réplicas biol6gicas en todos los
experimentos de deteccion de isoformas y expresion genica, ya que a menudo los datos de
pequefios conjuntos de muestras pueden ser ruidosos. Ademas, los estudios han demostrado
que la eleccién del método e incluso la version del software pueden afectar notablemente los
resultados del analisis y ninguna metodologia puede servir como la mejor opcion para todos
los conjuntos de datos *¥). Por lo tanto, es importante documentar el software, su version y

configuracion utilizado para el uso de analisis futuro 9.
1.6.8. Deteccion de genes y variantes de fusion

Utilizando los avances de la secuenciacion de proxima generacion, RNA-Seq permite
la resolucién y cuantificacion de pequefias a grandes niveles de nucleétidos en la deteccién

y expresion enfermedades asociadas con alteraciones tales como variantes de un solo
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nucledtido, inserciones, deleciones y eventos de fusion de genes, determinando la expresion
especifica de alelos ‘¥, En particular, RNA-Seq también puede capturar variantes que a

veces son dificiles de detectar en el genoma, como translocaciones o eventos de empalme

(69)

La deteccion de la presencia y/o expresion de variantes de un solo nucleétido
clinicamente relevantes y fusiones de genes, representa una de las mas faciles vias traducibles
para secuenciacion del transcriptoma clinico, especialmente como estrategias de tratamiento,
las cuales se vuelven cada vez méas dependiente de los datos moleculares y la presencia de
alteraciones genéticas especificas en el tejido enfermo ©. De hecho, el ARN dirigido a los
paneles NGS disefiados especificamente para la deteccién de variantes y fusiones de genes
ya comenzo0 a integrarse en la préctica clinica actual ¢%. Debido a la complejidad del analisis
RNA-Seq, diferentes flujos de trabajo de analisis de "mejores practicas" se han desarrollado

para cada tipo de variante 5%,

La deteccion de variantes de un solo nucleétido (SNV) y pequefias deleciones en los
datos de RNA-Seq tienen similares flujos de trabajo a los utilizados en la secuenciacion del
ADN, caracterizados por la alineacion con el genoma humano/transcriptoma y pasos de
preprocesamiento como el recorte de lectura, seguido de las variantes de llamadas que se
utilizan normalmente para Secuencias de ADN ©9). Es de destacar que algunas variantes de
Ilamadas, como el HaplotypeCaller de GATK, tienen modos de desarrollé especificos de
RNA-Seq con el fin de aumentar la especificidad, combatiendo asi las llamadas variantes

erréneas asociadas con la dificultad para resolver sitios de union de empalme @59,

La deteccion de grandes deleciones en los datos de RNA-Seq es actualmente mucho
mas desafiante debido a la dificultad en la alineacion local en los datos de RNA-Seq, asi

como las complicaciones debidas a eventos de empalme de exones que pueden conducir a un
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gran grado de llamadas falsas positivas ©®. A pesar de algunos de los desafios
bioinforméticos asociados con la variante, invocando datos de RNA-Seq, las tuberias de
RNA pueden exhibir una alta sensibilidad en la deteccion de variantes, pero a menudo

requieren un filtrado de variantes para aumentar la especificidad (5 159,

Otra clase de variante que puede ser detectada por RNA-Seq son eventos de fusion de
genes. Las fusiones de genes son conductores conocidos en cancer y, a menudo, pueden servir
como biomarcadores diagndsticos o predictivos de la enfermedad @5, Se ha demostrado que

RNA-Seq es altamente sensible para la deteccion de eventos de fusion ©9.

El descubrimiento de fusiones de genes por RNA-Seq, mientras se da el
descubrimiento de nuevas isoformas analogas, se complica por el hecho de que los segmentos
de transcripcién a menudo necesitan mapear a multiples cromosomas o estan separados por
grandes distancias en el mismo cromosoma ©9. Como tal, se han desarrollado programas
especificos para la deteccion de fusiones de genes en datos de RNA-Seq, incluidos deFuse,

TopHat-Fusion, Fusion Hunter, PRADA, Chimera y SOAPfuse 157-162),

Cada algoritmo tiene sus propios beneficios, con algunas herramientas superando a
otros en cuanto a sensibilidad, valor de prediccion positiva, consumo de tiempo y uso de
memoria 169, Ademas, el desempefio de cada programa también puede depender de la
muestra calidad, longitud de lectura, calidad de las lecturas y nimero total de lecturas de

secuenciacion logradas (163 164),

Los artefactos también son muy comunes, como resultado de la desalineacion de
lecturas debido a homologia, errores de secuenciacion y polimorfismos 4. Por lo tanto,
similar a las canalizaciones de las llamadas “RNA-Seq SNV”, metodologias de
posprocesamiento que utilizan filtros heuristicos son necesarios para maximizar la

especificidad ©%. Uno de los principales beneficios de RNA-Seq para la deteccion de
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fusiones de genes en comparacion con los ensayos casos clinicos més especificos como la
reaccion en cadena polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR) es el beneficio adicional

de la deteccion agndstica de alteraciones de una manera de alto rendimiento %),

Los ensayos de RT-PCR son altamente sensibles pero especifico para una sola
alteracion con multiples reacciones individuales requeridas cuando se prueban varios socios
de fusién o varios posibles puntos de interrupcion, que pueden ser un gran inconveniente
para genes que se sabe que tienen un conjunto muy diverso de genes secundarios asociados
que generan multiples diferentes transcripciones de fusion, como ALK, KIT, y ROS1 en el

cancer de pulmon 69,

Ademas, la hibridacion fluorescente in situ (FISH), un método alternativo a RT-PCR
para la deteccién de translocaciones, es capaz de detectar reordenamientos que presentan el
gen objetivo independientemente del gen secundario, aln es incapaz de identificar el gen

secundario asociado especifico.

RNA-Seq representa un avance sobre estas dos metodologias a través de su naturaleza
agnostica y de alto rendimiento, manteniendo al mismo tiempo un grado similar de
sensibilidad %), Actualmente, el analisis de RNA-Seq estd asociado con analisis
bioinformaticos complejos, que a menudo limitan el grado de adopcion de la tecnologia ©.
A fin de reducir parte de la carga bioinformatica asociada con RNA-Seq, se han desarrollado
programas de analisis faciles de usar "conecta y reproduce” que puede hacerlo mas accesible

para los tipicos laboratorios clinicos ©9.

Por ejemplo, Illumina e lon Torrent ha integrado una amplia gama de complementos
en sus aplicaciones BaseSpace y Torrent Browser, respectivamente, para la deteccidon de
variantes, fusiones de genes y expresion génica diferencial en una manera facil de usar que

requiere muy pocas habilidades informaticas ©9. Otras empresas, como ArcherDx y
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Asuragen, han desarrollado conjuntos de analisis bioinformaticos faciles de usar que utilizan
interfaces de gréficos de usuario como compafieros de su ARN objetivo, paneles NGS para

realizar el analisis informatico mas accesible para los laboratorios ©.

Esta tendencia se espera que continle a medida que mas y mas empresas comiencen
a desarrollar paneles NGS para aplicaciones clinicas ©¢%. Sin embargo, para aplicaciones
clinicas, es importante comprender los conceptos basicos y suposiciones de cada una de estas
herramientas, ya que pueden tener un impacto significativo en la sensibilidad y especificidad

de cada prueba clinica ¢

Laboratorios clinicos que implementan estas herramientas listas para usar, asi como
aquellos que desarrollan sus propias tuberias, deben adherirse a las pautas de la Asociacion
de Patologia Molecular (AMP) y del Colegio de Pat6logos Americanos (CAP) en el

desarrollo y validacion bioinformatica de canales para NGS (66),
1.6.9. Aplicaciones clinicas de RNA-Seq

Se desarroll6 el perfil de expresion génica clinica en la Gltima década, con
aplicaciones para el diagnostico del cancer, prondstico del cancer y deteccién del rechazo de
trasplantes, algunos de los cuales han obtenido la Autorizacion de la Administracion de

Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) (167173,

Sin embargo, a pesar de la gran promesa, el uso generalizado de perfiles de
transcriptomas para las enfermedades cronicas inflamatorias, neuroldgicas e infecciosas, por
ejemplo, no se han convertido en realidad @721, Ayudado por la rapida disminucion del
costo de la generacién de datos, y la técnica continua de avances de NGS, RNA-Seq tiene el

potencial de convertirse en una poderosa herramienta en la gestion y tratamiento de
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enfermedades humanas, aunque esta tecnologia atn no se ha generalizado en el uso clinico

(175, 176)

1.6.9.1.  Oncologia de precision

El impacto de RNA-Seq ha sido posiblemente el mas importante en el campo de la
biologia del cancer y de la oncologia clinica 9. Del descubrimiento de varias fusiones de
genes novedosos como impulsores oncogénicos en diferentes tipos de tumores para la
identificacion de firmas de expresién predictivas de la respuesta a la inmunoterapia, los
estudios basados en RNA-Seq han promovido una influencia transformadora en nuestra

comprension del cancer ¢77-178),

Cada vez mas se ha llevado a intentos de aprovechar el poder de RNA-Seq para su
uso clinico en oncologia de precision 2. Mientras que el diagndstico molecular en el cancer
sigue siendo dependiente en gran medida de la secuenciacion del ADN, RNA-Seq ofrece
varias ventajas complementarias en lo que ahora llamamos medicina personalizada, por la
capacidad de detectar variaciones estructurales que conducen a fusiones de genes dirigibles
que en su mayoria no son detectadas por los enfoques estandar basados en secuenciacion de
ADN dirigida (incluida la secuenciacion completa del exoma) y la capacidad para evaluar el
microambiente del tumor y predecir asi una respuesta a la inmunoterapia evaluando los

niveles de expresion de mutaciones oncogénicas ¢,

En virtud de proporcionar tanto una instantanea estructural de aberraciones
gendmicas y una imagen dinamica de procesos celulares a través del analisis de expresion,
RNA-Seq ofrece una funcionalidad incomparable por la descripcion general del genoma del

cancer 69,
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Se han realizado multiples grandes ensayos de secuenciacion genémica en el cancer,
lo que permitié incorporar a RNA-Seq en los diagndsticos basados en ADN con resultados
prometedores como el iCat y ensayos MI-ONCOSEQ), y varios otros que estan en curso, por
ejemplo, NCI-MATCH y Texas KidsCanSeq 7983, De los varios usos de RNA-Seq en el
diagndstico del cancer, ninguno es méas evidente que la capacidad para detectar genes de

fusién de manera no sesgada.

Porque RNA-Seq proporciona una transcripcion completa de secuencias y es capaz
de ensamblar transcripciones sin depender de referencias de secuencias preexistentes, se ha
utilizado para la deteccion de transcripciones de fusion, tanto para las que anteriormente se
conocen que estan asociadas con tumores especificos y para fusiones no identificadas

previamente 79,

Aunque las fusiones de genes han sido reiteradamente bien documentadas en
neoplasias hematoldgicas y sarcomas durante varias décadas, el descubrimiento de fusiones
de genes recurrentes en tumores epiteliales solidos es relativamente reciente 6%, En 2005,
Tomlins et al. Informo el descubrimiento de transcripciones de fusion entre los TMPRSS2 y

los genes del factor de transcripcion ETS en el cancer de prostata 84,

Este descubrimiento transformé nuestra comprension de los tumores sélidos y abri
la puerta a una avalancha de estudios que informaron fusiones recurrentes en una variedad
de tipos de tumores 85191 Algunos de estos descubrimientos, como la identificacion de los
reordenamientos de ALK en el cancer de pulmdn, ya se han incorporado a los algoritmos de

diagnostico y las estrategias de gestion y manejo de pacientes con cancer (192193,

Basado en los ensayos de RNA-Seq, tanto del transcriptoma completo como del
dirigido con paneles RNA-Seq, se estan utilizando para detectar transcripciones de fusion en

tumores solidos y hematoldgicos, neoplasias malignas por igual ¢,
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Es probable que el nimero de las transcripciones de fusion informadas en canceres
humanos contindan aumentando a medida que el uso de RNA-Seq se vuelve mas prevalente
69, Como en el caso del cancer de pulmdn vy tiroides, algunas de estas transcripciones de
fusién podrian ser de utilidad para el diagnéstico, pronéstico o seleccion de terapias dirigidas
(69), Las detecciones de transcripciones de fusion se han convertido rapidamente en una rutina

en la préctica de la patologia clinica (165194,

Otro uso del perfil del transcriptoma es la identificacion del origen tisular en canceres
de sitio primario desconocido. Varias plataformas comerciales estan disponibles
clinicamente para este propdsito (16719519 Aynque esta aplicacion aiun no ha migrado a
plataformas de RNA-Seq, es previsible que esto ocurra en un futuro préximo, porque esta
tecnologia permite no solo la identificacion del sitio de origen basado en el patron de
expresion sino también la deteccién de mutaciones expresadas y eventos de empalme

alternativo que podria ser de utilidad para la seleccion de la terapia 7.

El cancer de mama, cancer de pulmén, cancer de tiroides, melanoma y el tratamiento
del cancer de prostata son otras areas donde el perfil del transcriptoma se ha incorporado en
el manejo clinico de rutina, con el uso de perfiles de expresion génica que determinan la
probabilidad de un diagnostico de cancer, con valor pronosticos de recurrencia tumoral o que

son utilizados para el manejo terapéutico en la etapa temprana de estos pacientes (168: 194, 198-

205)

Mientras que la mayor parte de estas pruebas utilizan PCR cuantitativa con
transcriptasa inversa (RT-PCR) o microarrays, esfuerzos para traducir algunos de estos
paneles en RNA-Seq, en plataformas ya estan en marcha %), Esto tiene el potencial para
ampliar el contenido de estos paneles e incorporar biomarcadores terapéuticos en estas

pruebas de pronostico (169 206),
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La utilidad de RNA-Seq se aprecia mejor cuando se integra con el perfil gendmico
multimodal. Cuando se realiza con toda la secuenciacion del exoma o la secuenciacion
dirigida, RNA-Seq ofrece la capacidad de evaluar el efecto funcional de variantes de
empalme, omision de exon y del empalme aberrante . Cuando se combina con el niimero
de copias evaluadas, RNA-Seq permite la correlacion entre alteraciones de ganancia de
funcion como amplificaciones de alto nivel, regulacion ascendente de expresion y
descubrimiento de alteraciones de pérdida de funcion como la expresion monoalélica en el

contexto del silenciamiento del promotor 69,

En resumen, la investigacién basica y clinica con RNA-Seq en oncologia nos
proporciona un tesoro de informacién que deberia permitirnos comprender mejor el inicio y

la progresion del tumor, y resistencia terapéutica 9.

La complejidad del cancer ha sido evidenciada por investigaciones recientes y ahora
esta claro que la comprension biologia del cancer y nuestra capacidad para personalizar
tratamiento y de impactar en los resultados requerira el uso de todas las tecnologias "6micas"
disponibles porque no todas las alteraciones moleculares que impulsan el comportamiento

tumoral se detectan mediante un tnico enfoque ?°7).

Ejemplos de esto son los tumores pediatricos, en qué las mutaciones son menos
frecuentes que en los adultos y donde los analisis de transcriptomas han identificado genes

desregulados que podrian descubrir nuevos enfoques terapéuticos dirigidos %),
1.7. Aplicaciones gendmicas en el Cancer de Tiroides

En la patogenia del cancer participan algunos procesos que implican la adquisicion
continua de variacidn genética, principalmente a través de mutaciones aleatorias en el ADN

y la seleccion natural que actta sobre la consiguiente diversidad en el fenotipo ©9).
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A pesar de las diversas defensas del cuerpo contra la transformacién células
cancerigenas, se acumulan células raras con suficientes mutaciones ventajosas que permitan
su supervivencia y aumento de la proliferacion celular, resultando clinicamente en un tumor
(69), Estas y otras propiedades otorgan a estas células la capacidad de invadir tejidos
adyacentes y hacer metastasis a distancia, las que son caracteristicas patolégicas del cancer
(209,210 En consecuencia, mucho esfuerzo en la investigacion del cancer sobre las ultimas
décadas se ha dirigido a identificar estas alteraciones genéticas y comprender sus

consecuencias sobre la funcion celular ©9.

Estos esfuerzos se han acelerado enormemente debido a los fenomenales avances en
tecnologias genémicas como la secuenciacion de ADN de proxima generacion @Y. Como
consecuencia y a través de los esfuerzos coordinados de redes de investigadores como el
Atlas del genoma del cancer (TCGA) y el Consorcio Internacional del Genoma del Cancer
(ICGC), la altima década ha sido testigo de una rapida caracterizacion de las alteraciones de
todo el genoma que ocurren en los tipos de canceres mas comunes %2, incluidos los canceres

derivados de las células foliculares tiroideas.

La glandula tiroides contiene dos tipos de celulas endocrinas, y los canceres de
tiroides se clasifican de acorde a esta division ©%. Tumores derivados de las células
foliculares que representan la gran mayoria de las neoplasias tiroideas, que pueden ser

benignas (adenomas foliculares) o poseer potencial maligno, es decir carcinomas ©9.

Por el contrario, los tumores derivados de las células neuroendocrinas de la tiroides,
denominadas células parafoliculares o C, son tumores neuroendocrinos denominado
carcinoma medular ©®. Dada la naturaleza relativamente rara del carcinoma medular, casi
todos los esfuerzos de caracterizacién del genoma se han dirigido a los canceres de tiroides

de células foliculares ?3,
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Las neoplasias foliculares de tiroides se clasifican segun un esquema taxonémico
simple basado sobre los parametros histopatoldgicos tradicionales ©®. Tumores compuestos
por células foliculares que carecen potencial maligno se diagnostican como adenoma
folicular de tiroides (AFT). Dado su benigno comportamiento, los AFTs todavia no han sido
gendmicamente caracterizado en cualquier grado significativo . El carcinoma papilar de
tiroides (CPT) representa el cancer de tiroides mas comdn y, en consecuencia, fue el tipo de
tumor seleccionado por TCGA para su proyecto sobre el cancer de tiroides ©%. Mas alla del
CPT, otros canceres de tiroides altamente diferenciados incluyen el carcinoma folicular de

tiroides (CFT) y el carcinoma de células de Hurthle (CCH) por mencionar 9,

Alguna informacion genética esta disponible para estos tumores, pero se estan
realizando esfuerzos de caracterizacion genémica multidimensional del CFT y CCH.
Colectivamente, CPT, CFT y CCH se han agrupado como canceres de tiroides diferenciados

porque retienen importantes diferenciaciones celulares 69,

Mas alla de estos canceres diferenciados de tiroides, el cancer de tiroides anaplasico
(CTA) representa una forma clinicamente agresiva de cancer de tiroides en el que las células
tumorales han perdido su diferenciacidn tiroidea. Respectivamente, los CTA se denominan

como sinénimo cancer de tiroides indiferenciado 9.

El carcinoma de tiroides pobremente diferenciado (CAPD) se refiere a tumores
intermedio con reducida diferenciacidn tiroidea, que clinica y patolégicamente caen entre

carcinomas diferenciados e indiferenciados 9.

Dada su naturaleza agresiva, el CAPD y el CTA, han sido objeto de importantes
pruebas de investigacidbn gendmica, aunque se estan realizando estudios adicionales.
Informacidn esencial sobre la genética y gendmica de estos canceres de tiroides se presentan

en detalle y se resumen en la Tabla 4 ©9,
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Tabla 4

Resumen de las caracteristicas genéticas y gendmicas de los canceres de tiroides

Alteraciones somaticas
_ BRAFV600E. Carga
Tipo de como firma de | mutacional
carcinoma SSNVs Fusion de genes | SCNAs expresion tumoral
tiroideo
) RET, Pocas; pérdida
g:gﬁ?roma BRAFY6%E RAS | NTRK1/3, de 22q, Presente Baja
BRAE. ALK ganancia de 1q
Muchas;
. RAS, PTEN, o
Carcinoma oromotor TERT, | PAX8-PPARG | Perdidade 22q, |\ Baja
folicular ganancia de 1q
RB1
Carcinoma de | RAS, TP53,
células de | promotor TERT,
Hiirthle Desconocida Muchas NA Baja
DNA
mitocondrial
Carcinoma BRAFVS0E RAS,
pobremente promotor TERT, | Desconocida Desconocida Presente Moderada
diferenciado TP53, EIF1AX
BRAFV600E,
RAS, TP53, Muchas
Carcinoma promotor TERT, -
anaplésico EIF1AX, RET (aneuploidia) Ausente Alta
mutaciones
heterogéneas

Nota. La presente tabla muestra las diferentes mutaciones que fuerén encontradas en
los distintos tipos de cancer de tiroides. Tomada de Netto G. J. (2019) 9,

1.7.1. Carcinoma Papilar de Tiroides

El carcinoma papilar de tiroides (PTC) fue caracterizado gendmicamente por la Red
de Investigacién TCGA como 1 de sus 23 proyectos comunes de cancer, ademas de sus 10
proyectos de cancer poco comin @%. La cohorte de estudio constaba de 496 tumores
primarios y 8 metastasicos que afectaban a los ganglios linfaticos regionales ¢4, Se

obtuvieron datos clinico-patolégicos asociados para cada tumor, y los CPT se clasificaron
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adicionalmente como uno de los tres subtipos patoldgicos predominantes, es decir, CPT
clésico o habitual (n = 324), CPT variante de células altas (n = 35) o variante folicular (n =
99) del CPT @), Los tumores se evaluaron mediante las plataformas moleculares TCGA
estandar, que incluian secuenciacion de ADN de todo el exoma, secuenciacion de ARNm,
secuenciacion de miARN, perfil de nimero de copias, y perfiles de metilacion del ADN @14,
El anélisis de la los datos moleculares resultantes fueron ubicados en tres lineas. Primero,
mutaciones somaticas, que incluian variantes de un solo nucledtido (SSNV), pequefias
inserciones y deleciones (indels), fusiones de genes y nimero de alteraciones de copias.
(SCNA), fueron identificadas para caracterizar el paisaje gendmico del CPT, con un especial
énfasis en aquellos casos sin mutaciones previas controladoras conocidas ?*4. En segundo
lugar, se exploraron las consecuencias biolégicas de las mutaciones utilizando datos
moleculares multidimensionales ?*¥). Finalmente, se utilizaron datos moleculares para
obtener conocimientos novedosos en la clasificacion de CPT incorporando datos sobre
genotipo, sefalizacion celular, diferenciacion, y riesgo clinico de comportamiento agresivo
(214 Usando datos de secuenciacion de ADN del exoma completo, el estudio TCGA
demostro un nivel relativamente bajo de carga mutacional tumoral (0,41 mutaciones no
sindénimas por Mb) en comparacion con otros canceres, especialmente aquellos asociados
con carcindégenos como el humo del cigarrillo (pulmon) vy la luz solar (melanoma) @19, La

carga de mutaciones tumorales aumenta con la edad del paciente 19,

El estudio TCGA confirmé el papel dominante de mutaciones BRAF en el CPT. BRAFV60E
fue de lejos la mutacién mas comun, aunque el estudio ilustrd las muchas formas en que
BRAF puede transformarse en un oncogén ©9. Por ejemplo, indels (una mutacién nombrada
con la combinacién de insercion y delecion) BRAF, asi como diversas fusiones de genes,
resultaron ser mutuamente excluyente con las alteraciones mas comunes, lo que sugiere que

estas raras mutaciones son oncogénicas ®9. Se identifico un solo caso de una variante
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folicular de CPT con BRAFX®IE Colectivamente, alguna forma de mutacion BRAF estuvo

presente en > 60% de los tumores ©9,

La mayoria de los otros SSNV ocurrié mas alla de BRAFY®E dentro de uno de los genes
RAS, con la siguiente frecuencia relativa (NRAS, 8.5%; HRAS, 3,5%; KRAS, 1,2%). Como
se esperaba, las mutaciones RAS ocurrieron como mutaciones hotspot en los codones 12 y
61 ©9). Las mutaciones somaticas de EIFLAX fueron identificadas por primera vez en el
cancer de tiroides por el estudio TCGA, con 1,5% de los casos de CPT, estas portan
mutaciones puntuales de este factor de iniciacion de la traduccion ligado al cromosoma X
(69, Desde el informe TCGA, las mutaciones de EIFLAX han sido confirmadas en el CPT y
encontradas en otros tipos del cancer de tiroides 6219, El mecanismo oncogénico de
EIFLIAX mutado puede involucrar expresiones génicas aberrantes a través de la
estabilizacion de la traduccion de sitios de preiniciacion 2%, Otros genes mutados
significativamente en consecuencia al algoritmo MutSig ??Y incluyen a PPM1D y CHEK2.
Los genes de cancer conocidos con mutaciones incluyen TP53, ARIDB1, MLL, PTEN,
ATM, RB1, EZH1, MEN1, MLL3, APC y NF1 ©9. Ademas, se identificaron mutaciones del
promotor TERT en el 9% de los casos y se asociaron con caracteristicas agresivas. El estudio
TCGA reafirmé y amplio el papel de los reordenamientos y translocaciones de genes en el

CPT 9,

Las fusiones de genes se encontraron en el 15,3% de tumores, y ningn tumor contenia mas
de una fusion. Ademas de ser mutuamente excluyentes entre si, las fusiones de genes no
coexistieron con mutaciones BRAF, RAS o EIF1IAX ©9, Esta relacion de mutaciones
impulsoras mutuamente excluyentes representa uno de los ejemplos mas sorprendentes en
todos los tipos de cancer e ilustra el papel dominante que juegan estas mutaciones en la

patogenesis del CPT. Ademas de identificar nuevos socios de fusiones de genes comunes
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(por ejemplo, FKBP15-RET), se descubrieron fusiones completamente nuevas, por ejemplo,

UCAC-LTK ©9),

La gran mayoria de estos tumores demostrada preservacion y sobreexpresion de dominios
quinasa en la fusion resultante, proporcionando evidencia de su funcién como quinasas
activadas constitutivamente. Ademas de las mutaciones puntuales y fusiones de genes, una
minoria significativa (27,2%) de los CPT también contenia SCNA, que estaban
preferentemente presente en casos sin el controlador (driver) comdn, mutaciones descritas

anteriormente ¢9,

Esta relacion sugiere un papel para los SCNA como eventos impulsores en el CPT. Los
tumores con SCNA se enriquecieron para la variante folicular del CPT, de acuerdo con las
observaciones anteriores y proporcionando apoyo para una cierta relacion entre la variante
folicular del CPT y las verdaderas neoplasias foliculares %2, Estudios comparativos
recientes de pan-cancer en muchos tipos de cancer destaco las tasas excepcionalmente bajas

de aneuploidia observadas en el CPT ?23),

Las vias alteradas somaticamente se categorizaron utilizando sofisticados métodos
computacionales enfoques que combinan datos sobre SSNV, fusion de genes y SCNA. El
algoritmo HotNet2 @4 jdentifico numerosas subredes relevantes, incluyendo la via MAPK,
las interacciones ECM-receptor y el complejo proteico asociado a FANCA. Con este
enfoque, RAP1GAP fue identificado como un raro gen impulsor potencial en la via MAPK
y la base de datos COMSIC confirmd que este gen rara vez estd mutado en los canceres de

tiroides 42,

Combinando variantes de un solo nucledtido, indels, fusiones de genes y alteraciones en el

namero de copias, se encontraron mutaciones impulsoras (drivers) en la gran mayoria del
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CPT (98,8%). Este resultado colectivo representd un gran avance con importantes

implicaciones clinicas para los ensayos de genotipificacion de nddulos tiroideos 26-228),

El estudio de TCGA también arrojé informacion sobre la consecuencia de los defectos
gendmicos multidimensionales y de la exclusion mutua de las mutaciones BRAFV6%%E y RAS
(69), Una puntuacion basada en la expresion génica fue desarrollada, realizando mediciones
para ver si el perfil de expresion génica de un tumor dado se asemejaba a perfiles mutaciones
de BRAFV®9E g RAS ©9). Usando una gran cohorte de tumores (n = 391) que tenian tanto al
exoma Yy la secuenciacion de ARN, la firma de expresion génica de 71 genes se derivd

comparando tumores con mutacion BRAFV6%E y RAS (©9),

Los datos de estos 71 genes se utilizaron luego para derivar una puntuaciéon continua,
denominada puntuacion BRAFY8E-RAS (BRS), siendo las puntuaciones negativas llamada
similar a BRAFV®%E y similar a RAS positivo 9. La BRS se utilizd como escala de
referencia para interrogar las consecuencias de la sefializacion de las mutaciones observadas

en la cohorte, como se muestra en la figura 8 ©9,

La vista resultante arrojo varias perspectivas interesantes. Todas las mutaciones de
BRAF V% fueron similar a BRAFV®°%E, y todas las mutaciones de RAS eran similares a RAS,
con una excepcion de triple mutante ®). Las mutaciones BRAF (indels y BRAFX¢°E) fueron
similar a RAS, un resultado que ilustra la complejidad de la sefializacion MAPK con
diferencias en la retroalimentacion de ERK 2% 230 por el contrario, las fusiones BRAF y
RET fueron débilmente similares a BRAFY®%E v otras las fusiones fueron neutrales en el
esquema BRS ©9). Estos resultados destacan las diferencias en la funcionalidad de estas
mutaciones impulsoras (driver) y son reforzadas por correlaciones entre genotipo-fenotipo,
incluyendo la observacion de que los canceres con BRAFK®E mytado estan altamente

enriquecidos para la variante folicular del CPT 3b),
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Figura 8: La puntuacion BRAFY5E.RAS (BRS). (a) 391 CPTS se clasificaron de
acuerdo al puntaje BRAFV600E-RAS, siendo negativo similar al BRAFV600E y siendo
positivo similar a RAS. El BRS se asocié fuertemente con (b) estado mutacional, (c)
puntuacion de diferenciacion tiroidea, (d) agrupaciones genémicas, (e) tipo histologico
y la fraccion folicular fraccion. (De Cancer Genome Atlas Research ©® con permiso de
Elsevier). Tomada de Netto G. J. (2019) ©9),

Dado el papel esencial de la diferenciacion de células foliculares en el cancer de tiroides, el
estudio TCGA explord el impacto de la diferenciacion en la cohorte extrayendo los datos de
expresion génica para 16 genes de funcion y metabolismo de la tiroides ©9. La puntuacion
resultante, denominada diferenciacion tiroidea Score (TDS), se utiliz6 nuevamente como
escala de referencia a fin de interrogar el papel de la diferenciacion ©%, a través de los varios

grupos de mutaciones (figura 9).

Este analisis confirm6é una mayor diferenciacion de células foliculares en tumores con
mutacion RAS en comparacion con tumores con fusiones RET o BRAF y BRAF V600E (69),

Sin embargo, la diferenciacion fue muy variable dentro de la Cohorte BRAFV®%E un hallazgo
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inesperado que ha dado implicaciones del poder pronéstico de BRAFV®E y [a respuesta a la

terapia con RAI 69,
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Figura 9: Papel de la diferenciacion tiroidea. La puntuacion de diferenciacion tiroidea
(TDS) en la cohorte TCGA con tumores ordenados por estado mutacional. Debajo del
TDS esta el BRS, firma ERK. Ver ©® histologia, puntuacion MACIS, riesgo de
recurrencia, mutaciones y datos de expresion génica para genes relacionados con la
tiroides y otros. (Del genoma del cancer Atlas Research ©® con permiso de Elsevier).
Tomada de Netto G. J. (2019) €9,

Los datos gendmicos también se utilizaron para derivar varias clasificaciones moleculares
del CPT. EI BRS y puntuaciones de TDS se incorporaron en los analisis para ilustrar las
diferencias bioldgicas entre los clusters moleculares resultantes y para informar cualquier

relacion entre grupo tumoral, histologia tumoral, genotipo, sefializacion y diferenciacion ¢,

Un ejemplo basado en la expresion de miARN logro identificar diferentes clusters con

diferenciales en la expresion oncogénica de miR (p. ej., miR-146b) y medidas bajas de BRS
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y TDS, lo que sugiere que la expresion de miR oncogénicos puede modular el fenotipo del

CPT 9,

Al comienzo del proyecto TCGA, hubo preocupacion de que los resultados puedan ser
peatonales debido a la naturaleza indolente de CPT ©%. De lo contrario, el genoma silencioso
general de CPT con tumor de baja carga mutacional y genoma estable con pocas alteraciones
en el nimero de copias, permitio lograr conocimientos criticos sobre muchos aspectos de la
biologia del CPT, incluidas las consecuencias de las mutaciones conductoras o driver ©9,
Tales conocimientos son dificiles de extraer en tipos de tumores mas complicados con
genomas inestables, grados més altos de carga mutacional y maltiples vias activadas ©°). Por
lo tanto, al final el estudio TCGA tuvo éxito identificando mutaciones novedosas, revelando
conocimientos en la patogenia del CPT, proporcionando asi una base para la comparacién de
estudios adicionales de otros tipos de cancer de tiroides ©%. Perfiles gendmicos tumorales
de pacientes con cancer avanzado se han convertido rapidamente en el estandar de atencion
oncolégica ®9. En consecuencia, los datos de estos programas de secuenciacion clinica, tanto
de laboratorios académicos como comerciales, han estado acumulando informacion, tanto asi
que ahora el anélisis de grandes cohortes es factible e informativo ©%. Dicho informe *%?
sobre las alteraciones genéticas presentes en una gran cohorte de CPTS en estadio avanzado
utilizando dos ensayos gendmicos similares (MSK-IMPACT @3 y FoundationOne 34
reforzd los hallazgos de TCGA, pero también destacé las diferencias en la enfermedad en
estadio avanzado en comparacion con la cohorte TCGA ©9. Similar a los hallazgos del
TCGA, una baja carga tumoral mutacional global, también se observé. La carga mutacional
de nuevo aumenta con la edad del paciente, con CPT pediatricos exhibiendo el menor nimero
de mutaciones 9. Las mutaciones que involucran a BRAF dominaron el paisaje mutacional
somatico, con 74% de los casos que posee una forma de esta mutacién. Mutaciones RAS y

fusiones RET se encontraron en 9% y 7% de casos, respectivamente ®%. Similar a los
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resultados de TCGA, mutaciones conductoras que involucran BRAF, RAS y RET eran
fuertemente excluyentes mutuamente ®. Colectivamente, 84% y 18% de los casos tenian
alteraciones de MAPK y genes de la via PI3K/AKT mTOR, respectivamente ©9. De acuerdo
con el modelo emergente de las mutaciones del promotor TERT asociadas con tumores
clinicamente agresivos, estas mutaciones estaban presentes en el 61% de los casos y estaban
enriquecidos en pacientes mayores 9. Del mismo modo, mutaciones de TP53 fueron mucho
mas frecuente (10%) en comparacion con la cohorte TCGA (0,7%). Mutaciones de CDKN2A
y RBM10, no observadas en TCGA, estuvieron presentes en 8% y 7% de los casos,
respectivamente 9. Colectivamente, los genes mutados observados en gran parte
superpuestos con los de TCGA, estaban mutados a tasas notablemente mas altas, un hallazgo
que casi ciertamente refleja las verdaderas diferencias biologicas presentes en la enfermedad

en estadio avanzado 9,

Los CPT pediatricos poseen un paisaje genético algo distinto, caracterizado por una menor
carga mutacional tumoral; fusiones de genes quinasa mas frecuente observados que implican
a RET, ALK y NTRK; y mutaciones BRAF menos frecuentes 3% 235237)  |nformacion
adicional sobre la patogénesis de la PTC se derivara de los estudios recientemente publicados
del proyecto TCGA Pan-Cancer Atlas, donde encuentran diferentes aspectos de la gendmica

del cancer (238-241)

(https://www.cell.com/pbassets/consortium/pancanceratlas/pancani3/index.html?code=cell-

site).
1.7.2. Carcinoma Folicular de Tiroides

El carcinoma folicular de tiroides (CFT) es mucho menos comun que el CPT y, en
consecuencia, sus caracteristicas genémicas se han estudiado y definido menos a fondo ©.

El CFT se caracteriza por mutaciones puntuales de RAS y reordenamientos de PPARG 242,
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asi como otras alteraciones somaticas que involucran la via PI3K/AKT mTOR ®9, Los
pacientes con sindrome de Cowden tienen linea germinal de inactivacion de PTEN y pueden
desarrollar tanto AFT como CFT con una distribucion multifocal, apoyando un modelo en el
que el CFT surge de AFT preexistentes ?*®. En una secuenciacion de ADN dirigida a todo
el genoma de los 48 pacientes con CFT, revelaron una heterogeneidad de alteraciones
somaticas de conduccion, muchas que eran novedosas, incluidas mutaciones de oncogenes
(MDM2, FLI1), reguladores transcripcionales (MITF, FLI1, ZNF331), enzimas epigenéticas

(KMT2A, NSD1, NCOA1, NCOA?) y quinasas (JAK3, CHEK2, ALK) @44,

Curiosamente, la poblacién polaca tenia una tasa muy baja (4%) de mutacion RAS
(69), Un estudio gendmico reciente de adenomas foliculares de tiroides (AFT) y CFT se realizd
para caracterizar sus genomas y explorar la relacion etioldgica entre estas dos patologias ?4°).
Utilizando secuenciacion del exoma completo, no se observaron diferencias significativas en
la frecuencia de mutaciones no sinénimas en el AFT y el CFT %24 Ademas, la frecuencia
de mutaciones impulsoras conocidas fue similar entre los dos tipos de tumores, y no se

observaron correlaciones entre las caracteristicas genoémicas y clinico-patologicas .

Sin embargo, hubo diferencias significativas en SCNA con CFT que poseen seis
veces mas tasa de SCNA, apoyando un papel para su participacion en la progresion de AFT
al CFT (46:247) | os SCNA recurrentes incluyeron una ganancia de 1q y pérdida de 22q, las
cuales se observaron en el estudio TCGA ©9. Un trabajo elegante ha demostrado que la
pérdida de NF2, ubicada en 22q, promueve la oncogenesis a través de un aumento de la
sefializacién de las MAPK especificamente en canceres de tiroides con mutacion de RAS
(48 |as mutaciones del promotor TERT también se han reportado en una minoria
significativa de CFT y se han asociado con una enfermedad agresiva 4% 259, Datos de la

secuenciacion clinica de 65 casos de CFT en estadio avanzado brindd la oportunidad de
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examinar su genética ®*?. Las mutaciones RAS fueron las mas frecuentes (66%) y las
mutaciones BRAF (7,6%) menos frecuentes ©9. Mutaciones raras de BRAF conocidas de
estar asociadas con tumores de patron folicular (por ejemplo, BRAFK®0!E en la variante
folicular CPT) fueron sobrerrepresentados, y solo un caso tenia BRAFVE 69) En esta
cohorte avanzada, las mutaciones del promotor TERT fueron notablemente mas frecuentes
(71%), lo que proporciona mas apoyo a su papel en la agresion de la enfermedad 25 252),
Mutaciones en PTEN (9%) y RB1 (9%) fueron mas frecuentes en comparacion con el CPT
9 Enfoques gendmicos de ADN libre de células circulantes recién comienzan a aplicarse

al CFT, con resultados prometedores @52,
1.7.3. Carcinoma de células de Hurthle

El carcinoma de células de Hurthle (CCH) es tipo de cancer de tiroides con una
caracteristica distintiva que se compone de grandes células con abundante citoplasma
granular y nucléolos prominentes, denominados oncocitos ¥, El fenotipo oncocitico esta

relacionado con la acumulacién de mitocondrias ¢,

Los datos colectivos sugieren que el CCH tiene un genoma distintivo caracterizado
por una mayor frecuencia de mutaciones mitocondriales %% 27, diferente impulsor de
perfiles mutacionales % vy altas tasas de aneuploidia ®*7 25 29 | os estudios de
transcriptomas han revelado tres clases de tumores que corresponden aproximadamente al
adenoma, CCH minimamente invasivo y el CCH ampliamente invasivo ©°®, Datos de
secuenciacion clinica de 35 pacientes con cancer de CCH avanzado, afirman la opinién de

que el CCH es un tipo distinto de cancer de tiroides ©9,

Las mutaciones RAS fueron menos frecuentes (15%) y no se identificaron
mutaciones en BRAF o RET. TP53 estuvo presente en el 20% de los tumores . Las

mutaciones del promotor TERT fueron frecuentes (59%), lo que nuevamente sugiere un papel
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universal para el promotor TERT en el desarrollo de canceres de tiroides agresivos de todo
tipo . Como se sefialé anteriormente, en la gendmica multidimensional, se estan realizando
estudios de CCH y se espera que proporcionen informacion adicional sobre el genoma de

este enigmatico tipo de cancer de tiroides 9,
1.7.4. Carcinoma Pobremente Diferenciado

El CAPD es un cancer de tiroides relativamente raro que representa un tipo
intermedio que taxondmicamente se encuentra entre los canceres de tiroides diferenciados y
el carcinoma anaplasico ©%. Estudios gendmicos recientes del CAPD confirma este punto de

vista informado por patologia .

En un estudio de una gran cohorte de CAPD (n = 84) el uso de MSK-IMAPCT sugirio
que el CAPD contenia un mayor nimero de alteraciones de conduccién (driver) que se
concentra en unas pocas vias 0 grupos funcionales de genes, incluidos PISBK/AKT/mTOR,
SWI/SNF complejo remodelador de cromatina, histonas metiltransferasas y de reparacion de
desajustes de ADN @8, Ademés, las mutaciones TP53 (8%) y el promotor TERT (40%) se

encontraron con mayor frecuencia en comparacion con el CPT €9,

Asi mismo, las mutaciones del promotor TERT fueron clonales, en contraste con el
CPT en el que eran subclonales segin datos del TCGA ©9. Similar al CPT, los datos
gendmicos apoyan la vista que CAPD se puede dividir en similares BRAFV6%°E (BRAFV600E.
like) y subgrupos similares a RAS (RAS-like) 59, Esta distincion exhibe una alta correlacion

con la clasificacion histopatologica ©.

La forma original del CAPD, denominada carcinoma insular, ahora se sabe que representa
una forma de CAPD similar a RAS con una alta frecuencia de mutaciones RAS (218 261, 262)

Por el contrario, ahora se reconoce una forma no insular del CAPD basada en la sobre tasa

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

mitotica, necrosis y alto grado nuclear %), A diferencia de los CAPD similares a RAS,
dichos CAPD con frecuencia contienen mutaciones BRAFY®%E y tienen un fenotipo similar
a BRAFVE0E (218) CAPD también contiene mutaciones frecuentes de EIF1IAX (11%) en

comparacion con 1,5% en el CPT 69,

En el CPT, las mutaciones EIFLAX fueron mutuamente excluyentes con la mutacion
conductora comiin; sin embargo, en el CAPD, eran coexistentes con mutaciones RAS ©9),
Ademas, los tumores con mutaciones EIFLAX estuvieron asociados con tumores mas

grandes y una supervivencia mas corta @19,
1.7.5 Carcinoma Anaplasico de Tiroides

CAT es la forma mas agresiva y letal del cancer de tiroides y, por definicion, se
compone de células foliculares indiferenciadas ©®. Dado su estado indiferenciado, el CAT
representa la Ultima etapa en el esquema de progresion del cancer de tiroides, que
afortunadamente solo ocurre en un pequefio nimero de pacientes con una incidencia de 1 a
2 casos por millon ©9. Sin embargo, ATC es responsable para una proporcion significativa

de cancer de tiroides mortalidad ©9.

En consecuencia, el CAT ha sido el tema de investigacién genética y genomica
significativa en un intento por comprender mejor su patogenia y desarrollar nuevos enfoques
terapéuticos ©®). Se cree que el CAT surge de cénceres de tiroides preexistentes, un punto de
vista respaldado por sus impulsores genéticos con canceres de tiroides diferenciados (por

ejemplo, BRAFV8%E y RAS) y varias observaciones patologicas ¢

Muchos CAT contienen componentes diferenciados, mas cominmente del CPT de
alto riesgo, como variantes de células altas, tal es asi que pequefios CAT que no coexisten

con canceres diferenciados son esencialmente inexistentes 9. El genoma del cancer de ATC
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muestra un grado notablemente alto de heterogeneidad genética segun numerosos estudios,
un hallazgo que en gran medida explica los desafios en el tratamiento eficaz del CAT ©9),
Entre todos los canceres de tiroides, el CAT posee la frecuencia mas alta de mutacion de
TP53 (54-73%) (218:232.264) "TP53 s uno de los genes mutados con mayor frecuencia en todos
los canceres (50%) y ha sido referido como el "guardian del genoma” debido a su papel en
la activacién de un programa transcripcional antiproliferativo en respuesta a estimulos de
estrés %), En consecuencia, los tumores con la pérdida de la funcién de p53, incluida la
mayoria de los CAT, acumulan una amplia variedad de cambios en el genoma en

comparacion con los tumores sin pérdida de p53 (266 267),

Un estudio inicial de NGS de 22 pacientes con CAT definio el perfil mutacional, que
incluia los genes impulsores (driver) comunes como BRAFV8%E y RAS, asi como genes del
cancer no asociados previamente con el cancer de tiroides, como genes de reparacion de
desajustes ®9. Los tumores mostraban un fenotipo hipermutador con una alta carga de

mutaciones tumorales 9.

Una investigacion genética similar de una gran cohorte francesa (n = 144 de diez
centros) revelaron una heterogeneidad genética significativa con el siguiente perfil
mutacional: TP53 (54%), RAS (43%), BRAF (13,8%) y 17% de la Via PISBK/AKT/mTOR
(264 Usando el ensayo gendmico MSK-IMPACT, Landa y col. lograron conocimientos
importantes sobre el CAT utilizando una cohorte de 33 tumores ?'®. Se observaron

frecuencias altas de mutaciones de 73% en el TP53 y promotor TERT €9,

Similar a otros estudios, las mutaciones BRAFY®%E y RAS fueron mutuamente
excluyentes 9. Usando datos del transcriptoma, la distincion entre la mutacion similar a
BRAFV6%E (BRAFVS%E _Jike) y similar a RAS (RAS-like) que se encontraba conservada en

el CAPD se perdio en CAT, presumiblemente por la mayor carga mutacional del tumor y la
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aneuploidia en el CAT (68269 | 3 frecuencia mutacional de EIF1AX (9%) fue similar a la
observada en el CAPD ©9), Las mismas cuatro vias y genes de los grupos identificados en el

CAPD también estaban mutados en el ATC, pero con frecuencias mutacionales mas altas ©9.

Se proporciono un gran informe de 196 CAT avanzados mas conocimientos sobre su genética
y clasificacion de tumores (%2, Usando una agrupacion jerarquica y un analisis de
aprendizaje automatico de los datos mutacionales, se lograron identificar cuatro grupos
moleculares. Grupo 1 se caracteriz6 por mutaciones BRAF y se cree que representan los

CAT que evolucionaron de CPT preexistentes 69

Asimismo, el grupo 3 contenia mutaciones RAS vy se cree que son derivados del CFT con
mutacion de RAS. CAT del grupo 4 tienen una diversidad de mutaciones (RAS, PTEN, NF1,
RB1) con mayores cargas mutacionales relacionadas con defectos de genes de reparacion de
desajustes %, En este grupo se especuld que los CAT se originaban del HCC, pero esta
asociacion requiere validacion ya que el genoma del CCH no esta completamente definido.
Finalmente, los CAT del grupo 2 se caracterizan por la pérdida de mutaciones funcionales
de los genes reguladores del ciclo celular, CDKN2A y CDKN2B, y no tienen bien definido

una lesion precursora ©9,

1.7.6 Aplicaciones Clinicas de la Informacion Genomica en el Cancer de

Tiroides

La disponibilidad de datos moleculares de todo el genoma para el cancer de tiroides
ha catalizado la aplicacién de informacion molecular seleccionada para ayudar en la decision

de someterse a una extirpacion quirdrgica de un nédulo tiroideo ©9.

La evaluacion clinica de los nddulos tiroideos implica un examen clinico, imagenes

de ultrasonido y citologia por aspiracion con aguja fina (FNA) ¢7%27) A pesar de la eficacia
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general de este enfoque, un nimero significativo de pacientes tiene resultados de citologia
por FNA indeterminados y, posteriormente, son sometidos a una cirugia por lo que resulta
en el examen final de patologia definir si corresponde ser una enfermedad benigna, ya sea

hiperplasia nodular o adenomas, o maligna ©9),

Ya se ha habia previsto hace una década que la informacién molecular de todo el
genoma produciria avances significativos en la clasificacion de los tumores tiroideos 19 y
se han desarrollado pruebas moleculares, especificamente para abordar estos problemas ©9),
Porque existe una fuerte correlacion genotipo-fenotipo en los cénceres de tiroides
diferenciados, una variedad de los enfoques de prueba es factibles y se han desarrollado ¢
213) Estas incluyen identificacion directa de mutaciones impulsoras comunes (es decir,
genotipificacion) ?27-274276) y/o identificacion de perfiles de expresion génica asociados con

nodulos benignos o malignos ¢77-279),

El impacto clinico y econémico de las pruebas moleculares es un tema de
investigacion activa 7> 280-283) " especialmente a medida que estos ensayos contindan
sometiéndose a un desarrollo continuo con refinamientos ¢ 27", En lineas similares, los
perfiles de metilacion del ADN de todo el genoma también se ha propuesto que tiene

importancia pronostica en canceres tiroideos diferenciados 84-286),
1.8. Visualizacion del Genoma

Con respecto a la eleccion del software de visualizacion del genoma, se muestran las
diferentes plataformas que se utilizan para el analisis gendmico, caracteristicas que se
resumen en la tabla 5 87, Si bien, como se muestra en la tabla 5, los softwares analizados
tienen caracteristicas muy similares entre si, IGV (visor integrador del genoma), tiene
ventajas por su capacidad de integracion, especialmente para el soporte que ofrece para

control remoto 8", Esta caracteristica proponderante, en un area donde los grandes
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conjuntos de datos producidos por NGS son complejos de administrar %89, Esto significa
que, cuando se inicia IGV, ejecuta un dominio de servidor web que acepta solicitudes
remotas. Esta funcidn se puede utilizar para enviar comandos a IGV y recibir resultados. Esta
caracteristica con la idea de desarrollo futuro a implementar una plataforma de anélisis NGS
como servicio web 87,

Tabla 5

Visualizacién de software: una comparacion

Caracteristicas IGV Savant Artemis
Fuente abierta Si Si Si
Idioma Java Java Java
Plataforma Todos Todos Todos
Tecnologia Ilumina, 454, [llumina, 454, Illumina, 454, Sanger
Sanger, ChIP-Seq, | Sanger
RNA-Seq
Formato de BAM, SAM, SAM, BAM, BAM, VCF, BCF,
archivo GOBY, BED, GFF, | FASTA, WIG, FASTA, tab-delimited
GTF, PSL, CN, GFF, BED, tab-
GCT, FASTA, ..., | delimited
Control remoto HTTP, HTTPS, No No
FTP
Soporte Si Si Si

Nota. La presente tabla muestra las diferentes caracteristicas de los softwares que se
utilizan para visualizacion del genoma. Tomada de A. Agliata et al. (2014) @8,

1.8.1. Software IGV

IGV es un visor de alto rendimiento para datos gendmicos, capaz de manejar grandes
conjuntos de datos heterogéneos, al tiempo que proporciona una interfaz simple e intuitiva
para navegacion en el genoma 87, Esta escrito en Java, por lo que es multiplataforma. IGV
admite varios formatos de archivo (hasta 30 diferentes tipos) de alineacion de lectura,
incluidos SAM, BAM y Goby #®). Es compatible para manejar conjuntos de datos desde el
almacenamiento local y remoto. Ademas, esta disponible para su uso libre con la licencia

GNU LGPL, y los recursos de hardware requeridos permiten su instalacion incluso en
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computadoras de escritorio ?®". IGV también permite la interaccion con los datos a través de
diferentes niveles de detalle gestionados por zoom, que va desde todo el genoma a la Unica
base/nucledtido, utilizando un enfoque similar al utilizado por mapas de Google ?%7:288)_ |GV
utiliza imagenes preprocesadas de datos gendmicos, que representan diferentes resoluciones,
dejando la pantalla en tiempo de ejecucion con una mejor resolucién solo para las partes

requeridas 87 288)_ Este enfoque se llama mosaico de datos ®"), y se meustra en la figura 10.
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Figura 10: Ventana de aplicacion de IGV. Tomada de A. Agliata et al. (2014) @87,

Como para todos los visores de genomas, IGV se usa principalmente para verificar la
alineacion de los datos analizados al genoma de referencia 87 28®) Ya que en el proceso de
alineacion los artefactos son introducidos por la plataforma de secuenciacién, los SNP
(polimorfismos de nucleétido Unico) deben detectarse a partir de errores 7, La
desalineacion, en la practica, se destaca adecuadamente, en ciertos niveles de acercamiento

(zoom) (287:288) |GV también ofrece la capacidad de mostrar diferentes caracteristicas de las
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(V72

lecturas alineadas, como la calidad del mapeo, la frecuencia de alelos y muchas otras

caracteristicas utilizadas por los bi6logos para validar mutaciones 87,
1.8.2. Lectura de datos NGS con el software IGV

IGV incluye una gran cantidad de caracteristicas especializadas para explorar las
alineaciones de lectura de NGS, incluidas caracteristicas adaptadas para la visualizacion y
validacién de variantes gendmicas, empalme de transcritos de ARN y metilacién de
secuenciacion de bisulfito ?®®. Cuando se carga mas de un archivo en IGV, puede mostrar
lecturas de cada archivo en paneles separados o fusionarlos como si vinieran del mismo
archivo ®®, Debido a la magnitud de archivos de datos almacenados en NGS que deben ser
alineados, IGV muestra diferentes niveles de detalles dependiendo del nivel de zoom @87, Al
ver un cromosoma completo, no es Gtil mostrar todas las lecturas, ya que las lecturas
individuales no se distinguen en la vista a este nivel de zoom ?7:288)_Ppor |o tanto, cuando se
amplia toda la salida, se visualiza en un solo grafico de barras la cobertura de lectura
individual. IGV proporciona herramientas para precalcular esta cobertura. Cuando se amplia
mas alla de un umbral de visibilidad configurable por el usuario (por defecto, 30 kb), las
alineaciones de lectura aparecen y se muestran como barras horizontales 8. En este nivel
de zoom, IGV calcula dinamicamente la cobertura de lectura en una region visualizada. Por
lo tanto, zoom revela ain mas la lectura individual de bases 8" 28 |GV usa color y
transparencia para resaltar eventos interesantes en los datos de alineacion y para restar énfasis
visualmente a otros, aplicada esta propiedad en el grafico de cobertura, en el nivel de lectura
y para bases individuales ?®). Se pueden usar varias propiedades para cambiar el esquema
de color de lectura, para agrupar, ordenar y filtrar interactivamente las lecturas ?®"). Estas
caracteristicas se pueden usar solas 0 en combinacién, usando una o mas propiedades. Las

propiedades incluyen identificador de muestra, hebra, lectura de grupo, calidad de mapeo,
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determinacion de una base en una posicién particular, distancia y orientacion de pares,
etiquetas personalizadas y mas 8. El acercamiento (zooming) mas alla del umbral de
visibilidad de la alineacion, también agregara barras de color a la pista de cobertura gris en
ubicaciones donde una gran cantidad de bases de lectura no coinciden con la referencia, util
para identificar supuestos SNP %), E| tamafio relativo y el color de estas barras indican la
frecuencia alélica de cada base en esa ubicacion 87289 esto se puede mostrar en la figura
11A. En Figura 11B, la vista se ha ampliado ain mas para mostrar las lecturas y bases

individuales en la region de uno de los SNP putativos identificados en la cobertura pista.

A chrt
AW EOE O E .. 1]
P36.23 p36.12 p351 p3AI  p322  p3i2 p22.3 p2i3  pi33 pi2 Q12 a21.0 q22 Q241 §252 Q3.0 qs2i Q41 Q4213 43

20 kb

1 150,456 kb 159,458 kb 150,460 kb 150,462 kb 150 45z ah 406 kb 159,488 kb 150,470 kb 150,472 kb 150,474 kb
1 ! ! L} ! L} ! ! ! L} ! ! ! 1 ! ! L} 11

i‘luliLIlJllulnL Ty yrw al

ccc ¢C

Do oo oM

a c

X
CATGGCAGTTTGATGGCGOGAGTATCGGOGGAGATGACTACACAGCCACTCTGACCCTAGGAAATCCTGACCTGATTGS,

TOMM4OL

Figura 11: Vista de lectura de alineacion a 20 kb y resolucion de pares de bases. (A) Las
lecturas se resumen como un grafico de cobertura. Las posiciones con un numero
importante de desajustes con respecto a la referencia se han resaltado con barras de
color que indican tanto la presencia de desajustes como la frecuencia del alelo. (B) Las
discrepancias individuales de base se muestran con transparencia alfa proporcional a
la calidad. Tomada de Thorvaldsdoxttir et al. (2012) %9,

Las bases de lectura individuales que coinciden con el genoma de referencia, se
muestran en el mismo color que la lectura, mientras que los desajustes estan codificados por

colores configurados para una determinada base nitrogenada, y se les asigna un valor de
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transparencia proporcional a la puntuacion base, esto en relacion a una escala que evalua los
desajustes de calidad (nivel de calidad de Phred) %), Eventos intracromosémicos, como
inserciones, deleciones, inversiones y duplicaciones, pueden afectar tanto la distancia
genomica entre las alineaciones de pareja, asi como su orientacion; ara resaltar estos eventos,
IGV toma muestras del archivo de alineacion para determinar dindAmicamente la distancia y

las orientaciones esperadas, y luego usa el color para marcar pares aberrantes 289,
1.9. Visualizacion de fusiones con software Arriba

Arriba, es un algoritmo de deteccion de fusion disefiado especificamente para cumplir
con los exigentes requisitos de la oncologia de precision asistida por secuenciacién de alto
rendimiento (HTS) 8. Debido a un flujo de trabajo altamente optimizado, puede procesar
muestras contemporaneas de RNA-seq en menos de una hora 8, Los filtros sofisticados
detectan fusiones incluso en condiciones desfavorables, como muestras de baja pureza 89,
Ademas, Arriba es capaz de detectar transcripciones aberrantes que no son encontradas por
la mayoria de los métodos de deteccion de fusion, pero que pueden ser clinicamente relevante
(289) Esto incluye genes supresores de tumores que ocasionalmente se inactivan por
reordenamientos dentro del gen o por translocaciones a intrones o regiones intergénicas 8%,
Aungue el mismo enfoque técnico puede aplicarse para detectar dichas transcripciones, la
mayoria de las herramientas de deteccion de fusion disponibles no las reportan; en
consecuencia, las aberraciones clinicamente relevantes pueden pasarse por alto @89, Arriba
mejora la deteccion sobre los métodos existentes, en los que puede encontrar

inversiones/duplicaciones intragénicas y translocaciones a intrones/regiones intergénicas

(289)

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM —&  DE SANTA MARIA

CAPITULO 11
METODOLOGIA
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2. Metodologia

2.1 Lugar y tiempo de realizacion del estudio

Este es un estudio de tipo correlacional y transversal que inici6 con la recoleccion de muestras
de tejido tumoral y data clinica de todos los casos diagnosticados como cancer diferenciado
de tiroides, en el Servicio de Anatomia Patologia del Hospital Nacional Carlos Alberto

Seguin Escobedo EsSalud Arequipa (HNCASE), entre julio de 2019 y febrero del 2020.

El protocolo de investigacion fue aprobado por el comité de investigacion del HNCASE,
posterior a lo cual se obtuvieron muestras del banco de tejidos del servicio de Anatomia
patoldgica de este nosocomio, de un total de 11 pacientes con diagndstico histopatolégico de

cancer diferenciado de tiroides (CDT) intervenidos quirirgicamente en esta institucion.

2.2 Revision de historias clinicas

La revision de la historia clinica, permitié acceder a informacién epdemioldgica y clinica
como edad, sexo, antecedente de tiroiditis cronica, score sonografico TI-RADS, citologia
BETHESDA e informe del diagndstico histopatolégico segun la 8va edicion de la AJCC (The

American Joint Committee on Cancer).

2.3. Poblacién

11 pacientes operados con diagnostico histopatolégico de CDT en el periodo de estudio.

2.4 Muestra bioldgica

Tejido tumoral de cada uno de los 11 pacientes operados con el diagndstico histopatologico

de CDT en el periodo de estudio.
2.4.1 Recoleccidn de la muestra biologica
Para la recoleccidn de la muestra se cont6 con el apoyo del Servicio de Anatomia patolégica,

quienes recibieron las piezas operatorias en el banco de tejidos, inmediatamente culminada
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VA

la cirugia, corroborando la presencia de cancer diferenciado de tiroides, posterior a la cual se
recolectd un fragmento de tejido fresco de 30 mg, el que fue colocado en un tubo estéril
eppendorf con hielo seco, almacenado en cadena de frio; inmediatamente en los primeros 30
minutos la muestra fue trasladada al laboratorio de biologia molecular del campus de la

Universidad Cat6lica de Santa Maria (UCSM).

2.4.2 Extraccion del ARN

La extraccion de ARN se realiz6 en el laboratorio de Biologia Molecular de la UCSM
Arequipa. Para la extraccion del ARN, se procedi6 a trozar el tejido en el tubo eppendorf, se
afiadié 500 ul de Buffer Fosfato Salino (PBS), se centrifug6 a 12500 rpm por 10 minutos, se
aspird el sobrenadante, el cual se coloc6 en un nuevo tubo eppendorf de 1.5, se eliminé el
nuevo sobrenadante obteniendo pellet (pequefisimas particulas de tejido triturado), a este se
le afiadié 700 ul de buffer de lisis de células (10mM Tris — HCL, 10mM EDTA, 50 mM
NaCl, 5% SDS, pH 7.5) y 10 pL de proteinasa K, se vortexio durante 6 minutos y se llevo a

incubacion por 30 minutos a 60° C.

Transcurrido el tiempo de incubacion se agregd 500uL de fenol cloroformo: alcohol
isoamilico, se centrifug6 a 12000 rpm por 10 minutos, se transfirié la fase acuosa a un nuevo
eppendorf, sin tocar la interfase, afiadiendo isopropanol en una cantidad de 1 a 2.5 volimenes
de la fase acuosa recuperada, esta mezcla se centrifugd a 12000 rpm por 10 minutos, se
elimind el isopropanol por inversion en un papel toalla una sola vez, quedando solamente
pellet, al cual se le agregd 500uL de etanol al 70-75%, se centrifugé a 12000 rpm por 10
minutos eliminando el sobrenadante por inversidn en papel toalla, para quedarse Unicamente
con el nuevo pellet, a este se agregd 15 uL de RNAsa, se le incubd en termoblock a 37° por

unos 10 minutos, se centrifugd a 12000 rpm por 10 minutos, para finalmente ser sometido a
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pruebas de integridad y cantidad de RNA por electroforesis y espectrofotometria en gel de

agarosa al 1.5%.

El pellet final de RNA que pas6 control de calidad, fue rotulado y almacenado a una
temperatura de -20°C. Los 11 pellets preparados fueron enviados, suspendidos en 1 cc de
agua libre de RNasa, con sistema de transporte hielo seco al laboratorio de NOVOGEN y
Admera Health Biopharma Servicesen de USA. Paralelamente, para tener un apoyo o
muestra de reserva en caso que el ARN total no cumpliera con las condiciones requeridas
para el secuenciamiento, se enviaron tres tubos con tejido tumoral (entre 100 — 300 mg) en
tubos eppendorfde 1.5 suspendidos en 1 cc de reactivo RNA later, para que el ARN del tejido

se conservase, a temperatura de refrigeracion (4°C) ?%0,

2.4.3 Extraccion de ARN total

Las muestras de ARN vy tejido tumoral adicional llegarén al laboratorio NOVOGEN Yy
Admera Health Biopharma Servicesen de USA, donde se realizar6n controles de calidad,
utilizando el Kit de inicio de cuantificacion invitrogen fluorometro Qubit 4, que nos permite
medir con precision la cantidad de ARN, y ahora también la integridad y calidad del ARN.
Seguidamente, se verificd la extraccion efectiva del ARN, para ello se corrid lo extraido en
gel de agarosa tefiido con el reactivo fluorescente no mutagénico (CSL-RUNSAFE), leido al
transiluminador LED de luz azul ®®9, Posteriormente, se determiné la cantidad de ARN en
la plataforma Picogreen usando el método fluométrico, mientras que el nimero de integridad
del RNA (RIN) fue obtenido mediante el Bioanalizador Agilent Technologies 2100 2%, Para
efectos de obtener un ARN sin contaminantes, el ADN es digerido por las DNasas que
contiene el reactivo utilizado en el protocolo y, ademas, previa elaboracion de la libreria,

algun remanente de este es removido durante la purificacion del ARN mensajero ?°9),
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Los valores de RIN encontrados se encontraron por debajo de 7, en las 11 muestras, por lo
que, segun los estandares de calidad, se optd por el método de la depleccion de RNA
ribosomal de Illumina, el cual necesita RIN: >2, para la construccion de la libreria de

RNAseq.

2.4.4 Secuenciamiento del Transcriptoma con el Protocolo Illumina
Los ARNSs extraidos que cumplieron con los requisistos necesarios por Admera health y
Novogen (nimero de integridad de ARN con un RIN >2 y una concentracion de ARN de 200

ng — 1 ug) fueron sometidos a la preparacion de la libreria (RNA-seq).

Para poder realizar este proceso, el ARN total obtenido tuvo que ser convertido a ADN
complementario, pasando previamente por el protocolo indicado por la guia de preparacion
de la muestra: “TruSeq Stranded Total RNA”, para asi poder preparar la libreria ?°9. La
plataforma Next Generation Sequencing utilizada para el secuenciamiento fue la “NovaSeq

60007 99,

El sistema NovaSeq 6000 representa la plataforma de secuenciacion de la tecnologia de
Illumina de alto rendimiento, el instrumento, se basa en la secuenciacion por sintesis
(sequencing by synthesis) ®°, en la que los fragmentos de ARN segmentados se copian en
el ADNc de la primera cadena mediante cebadores aleatorios y transcriptasa inversa Y,
seguidamente, se produce la sintesis de ADNc de la segunda cadena mediante ADN
polimerasa | y ARNasa H (se incorpora dUTP en lugar de dTTP para generar ADNc
bicatenario, obteniendo ADNc con extremos romos) %9, Seguidamente, se afiade una base

tinica “A” en estos fragmentos de ADNc y se produce la posterior ligadura del adaptador %9,

Los productos se purifican y se enriquecen con PCR para crear la biblioteca definitiva de
ADNCc @%_ El método Truseq stranded de ARN total con el kit Ribo-Zero fue empleado para

la preparacion de la libreria tipo Paired-end (PE) @), Se us6 el kit Ribo-Zero, porque mejora
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los resultados de RNA-seq al eliminar el mtrRNA (RNA mitocondrial) y el rRNA (RNA
ribosomal) citopldsmico, e incluso de muestras de ARN degradadas o archivadas, lo que
permite un mejor mapeo de las lecturas exdmicas, maximizando la cantidad de lecturas Utiles

de ARN-seq del ARN total derivado de células de mamiferos.

El procedimiento para el secuenciamiento por la tecnologia NGS de Illumina incluye 4 pasos

(290)-

e Preparaciéon de la muestra: Para la construccion de la libreria, el ARN es
extraido de la muestra ?°%. Después de aplicar el control de calidad (quality
control, QC), las muestras que califican, proceden para la construccion de la
libreria 2°0),

e Construccion de la libreria: La libreria es construida a partir de la
fragmentacion aleatoria de la muestra del ADN complementario, seguida de la
ligacion 5° y 3> %9, Alternativamente, la “tagmentacion” fusiona las reacciones
de fragmentacion y ligacion en un solo paso, que incrementa enormemente la
eficiencia del proceso de preparacion de la libreria ?°?. Posteriormente, los
fragmentos ligados al adaptador se amplifican por PCR y se purifican en gel
(2% a electroforesis en gel, es el procedimiento de laboratorio estandar para
separar el ADN por tamafio (p. ej., longitud en pares de bases) para su
visualizacion y purificacion @, La electroforesis utiliza un campo eléctrico
para mover el ADN con carga negativa a través de una matriz de gel de agarosa
hacia un electrodo positivo 9. Los fragmentos de ADN mas cortos migran a
través del gel mas rapidamente que los mas largos . Por lo tanto, puede
determinar la longitud aproximada de un fragmento de ADN ejecutandolo en

un gel de agarosa junto con una escalera de ADN (una coleccion de fragmentos
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de ADN de longitudes conocidas), lo que permite la recuperacién de ADN del
gel que es directamente adecuado para PCR y el secuenciamiento %9,

e Secuenciamiento: Para la obtencién de agrupamientos, la biblioteca se carga
en una celda de flujo donde los fragmentos se capturan en un campo de oligos
unidos a la superficie y que son complementarios a los adaptadores de la libreria
2%) A continuacion, cada fragmento se amplifica por grupos. Cuando se
completa la generacion del clister, las plantillas estan listas y preparadas para
la secuenciacion propiamente dicha en el equipo @°9. EIl nimero de lecturas fue
de 40 a 60 millones por muestra durante el secuenciamiento.

e Datos sin procesar (raw data): La data resultado del secuenciamiento
previamente construida, es procesada por el software y se genera un archivo de

tipo FastQ %0,

2.5 Visualizacion de las alineaciones del formato BAM con el genoma de referencia

utilizando el software IGV

Una vez obtenida la base de datos del secuenciamiento y pasadas las pruebas de control de
calidad respectivas, se guardaron los datos obtenidos en formato BAM (formato binario para
el almacenamiento de datos de secuenciacion) ?°9), La extension de archivo (BAM) contiene
informacion sobre lecturas de secuencias después de haber sido estas alineadas contra un

genoma de referencia %9,

Para proceder a la visualizacion de las alineaciones encontradas se utilizo el software IGV
(integrative genomics viewer), comparando contra la base gendmica GRCh38.p13 (version

13 del consorcio 38 del genoma de referencia humano), para poder detectar mutaciones.
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2.6 ldentificacion de fusiones de genes
Se utilizd el sotware Arriba version 1.2.0, una herramienta de linea de comandos para la
deteccion de fusiones de genes a partir de datos de RNA-Seq, desarrollada para su uso en un

entorno de la investigacion clinica, con alta sensibilidad y un tiempo de ejecucion corto.

2.7 Evaluacion de la calidad de datos secuenciados con NGS

Después de realizar el mapeo de las lecturas del genoma, se examiné la calidad de los datos
de RNA-seq obtenidos, utilizando los softwares FastQC y MultiQC v1.8, tanto en el

laboratorio de Novogene USA como del Instituto Pasteur en Francia.

Se encontraron los siguientes resultados:

e Se encontré un porcentaje de lecturas mapeadas mayor al 80% por muestra
(considerandose de calidad un porcentaje mayor de 80-90%), para aquellas con
porcentajes menores al 80%, se hizo una duplicacion de lecturas hasta llegar al
100%.

e La tasa de secuencias duplicadas fue de 37-81% (considerandose de calidad
tasas entre 30-90%).

e Elnumero de lecturas con puntajes de calidad promedio en cada posicion base,
presentarén un Phread score de 36 (considerandose de calidad socores entre 2-
40).

e EIl contenido promedio de GC de las lecturas estudiadas (figura 13c) se
encontré en 44% (los rangos de normalidad para el genoma humano varian
entre el 35-60% con un promedio del 41%).

e Los porcentajes de alineaciones se encontrarébn mayores al 80%

(considerandose dptimos mayores a 70% e idealmente mayores o iguales a
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90%); la distribucién del porcentaje de bases primarias que se alinean con

regiones en el genoma de referencia, muestra mayores porcentajes de

alineaciones de lectura con las areas intronicas e intergénicas, resultados que

son esperados segun el tipo de muestra procesada, en el caso de nuestro estudio

con el método de la deplecidn de rRNA.

e La cobertura génica normalizada (nimero de veces que se lee un nucledtido

durante la secuenciacion), muestra que en el mayor porcentaje de genes se

encontr6 entre 125 a 150 millones de lecturas (considerandose 6ptimo > 100

millones).

En la figura 12, se muestra una tabla resumen de los parametros antes descritos, encontrando

que los indicadores de calidad bioinformatica mas relevantes mostraron valores adecuados,

por lo que el procesamiento paso el control de calidad, validando los resultados obtenidos.

FastQC: Status Checks

20115k
20115R
20115R
20115R

JOT15R

Section Name

01
01
01
01

01

01_564_L0O0O
01_564_L0O0O
03_572_L00
03_572_L00

06 _S0_LO0]

ZOTT5R-01-06_S0_L0O0]
2OT15R-01-07_567_L0O0O

201 15R-01-07_567_L00O

Figura 12. Andlisis de calidad bioinformatica de los resultados con NGS. Estado de cada
seccidn del FastQC que muestra si los resultados se muestran completamente normales
(verde), ligeramente anormales (naranja) o muy inusuales (rojo). Fuente Reporte

MultiQC v1.8 Admera health.
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2.8 Anélisis estadistico
El anélisis y procesamiento de datos, se realizd utilizando el paquete SPSS (ver 20.0 para
Windows, SPSS Inc., Chicago, IL, EE. UU.). Se aplico estadistica descritpiva, utilizando

tablas de distribucién de frecuencias en la que los datos categdricos se presentaron como

frecuencia y porcentaje.
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION
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PERFIL DE EXPRESION GENICA POR RNA-SEQ DEL CANCER DIFERENCIADO DE
TIROIDES DIAGNOSTICADO EN EL HNCASE ESSALUD, AREQUIPA 2019-2020

Tabla 6

Distribucion por grupo etareo y sexo de pacientes con el diagndéstico de Cancer
Diferenciado de Tiroides

MASCULINO FEMENINO TOTAL
EDAD Ne° % N° % N° %

<40 ANOS 0 0.00 1 09.09 1 9.09
40-49 ANOS 1 9.09 4 36.36 5 45.45

50-59 ANOs 0 0.00 1 9.09 1 9.09
60-69 ANOS 1 9.09 1 9.09 2 18.18
70-79 ANOS 2 18.18 0 0.00 2 18.18
TOTAL 4 36.36 7 63.64 11 100.00

En la tabla 6 se muestra la distribucion de la poblacién estudiada con el diagndstico de cancer
diferenciado de tiroides (CDT) por grupo etareo y por sexo. EI mayor porcentaje porcentaje
de la poblacion estuadiada correspondio al sexo femenino (63.64%) en comparacion al sexo

masculino (36.36%). El grupo etareo que predomind fue el de 40 a 49 afios de edad (45.45%).
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36.36%
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Figura 13. Distribucion por grupo etareo y sexo de pacientes con el diagnéstico de
Céancer Diferenciado de Tiroides. EI mayor porcentaje de mujeres con CDT se encontro
entre los 40 a 49 afios de edad, a diferencia del CDT en vardnes que se presento con mayor

frecuencia entre los 70 a 79 afios de edad. Fuente propia.
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Figura 14. Caracteristicas citologias, histopatoldgicas y sonogréaficas de los pacientes
con el diagndstico de Cancer Difeenciado de Tiroides. Distribucion de la variante
histopatoldgica (A). Se encontré una predominancia de la variante papilar (81.82%), frente a
la variante folicular (18.18%). Caracteristicas ecogréficas, citologicas y tumorales (B). El
81.82% de tumores fueron bien diferenciados (G1), unifocales (72.73%); TI-RADS 5
(100%); con predominié de la categoria VI (63.64%) y V (36.36%) del sistema Bethesda.
Presencia de tiroiditis crénica asociada (C). En el 18.18% de pacientes con diagndstico de
CDT coexistio el diagndstico de tiroiditis cronica. Estadiaje clinico (D). Los estadios clinicos
que se presentardn fueron el | y 11, predominando el EC | en el 72.73% versus un 27.27%

para el EC Il. Fuente propia.
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Frecuencias de transcriptos de genes

Figura 15 (parte 1 de 3). Genes con mayor frecuencia de expresion comunes de los 11
casos estudiados de Cancer Diferenciado de Tiroides del 2019 al 2020. En la parte 1 de
la figura 20 se muestra las frecuencias de transcripcion de los primeros 24 genes expresados
comunes en los 11 casos de pacientes con CDT estudiados. El gen PCB2 es el gen con mayor
namero de transcripciones de los 11 pacientes portadores de cancer diferenciado de tiroides,

encontrando al gen KCNIP4 en el puesto 24. Fuente propia.
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Frecuencias de transcritpos de genes

Figura 15 (parte 2 de 3). Genes con mayor frecuencia de expresion comunes de los 11
casos de Cancer Diferenciado de Tiroides del 2019 al 2020. En la parte 2 de la figura 20
se muestra las frecuencias de transcripcion de los genes del puesto 25 al puesto 48 expresados
comunes en los 11 casos de pacientes con CDT estudiados. EI gen CTNNAZ2 ocupa el puesto
25, mientras que el gen SPAG16 ocupa el puesto 48, en los 11 casos de la poblacion

estudiada. Fuente propia.
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Frecuencias de transcriplos de genes

Figura 15 (parte 3 de 3). Genes con mayor frecuencia de expresién comunes de los 11
casos de Cancer Diferenciado de Tiroides del 2019 al 2020. En la parte 3 de la figura 20
se muestra las frecuencias de transcripcion de los genes del puesto 49 al puesto 76 expresados
comunes en los 11 casos de pacientes con CDT estudiados. El gen AC104151.1 ocupa el
puesto 49, mientras que el gen CAMKMT ocupa el puesto 76, en los 11 casos de la poblacion

estudiada. Fuente propia.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

UNIVERSIDAD

CATOLICA

DE SANTA MARIA

PERFIL DE EXPRESION GENICA POR RNA-SEQ DEL CANCER DIFERENCIADO DE

TIROIDES DIAGNOSTICADO EN EL HNCASE ESSALUD, AREQUIPA 2019-2020

Tabla 7 (parte 1 de 2)

Treinta primeros genes con mayor frecuencia de expresion comunes de los 11 casos de
Cancer Diferenciado de Tiroides del 2019 al 2020

Gen Nombre Sindnimos Localizacion | Referencia
Pterin-4 alfa- . .
PCBD?2 carbinolamina PHS2; DCOH2; DCOHM. 5031.1 (315)
deshidratasa 2
Asociada a diferenciacion 10022.2-
LRMDA de melanocitos ricos en CDAO017; C10orf11. ges. (315)
leUCi g22.3
eucina.
FOR; WOX1; DEE28;
Dominio WW que EIEE28; FRA16D; SCAR12; 16023.1-
WWOX contiene oxidorreductasa HHCMAS6; PRO0128; g23.2 (315)
SDR41C1; D16S432E.
RPS29 Proteina ribosomal S29 S29; uS14; DBA13. 14921.3 (315)
RNA de unién al 2BP1; FOX1; A2BP1; FOX-1;
RBFOXT | homologo 1 de Fox HRNBPL. 16p13.3 (315)
triada de histidina fragil )
FHIT BE A trifosialaes. FRA3B; AP3Aase. 3pl4.2 (315)
- HNT; NTRI; CEPU-1;
NTM Neurotrimina IGLON? 11925 (315)
RAD51B RAD51 paralog B REC2; R51H2; RAD51L1. 14924.1 (315)
Parkin RBR E3 ubiquitina | PDJ; AR-JP; LPRS2; PARK2.
PRKN proteina ligasa 6426 (315)
MACRO Mono-ADP :
D2 ribosilhidrolasa 2 C20rf133; C200rf133. 20pl12.1 (315)
. ACCN; BNC1; MDEG,;
Subunidad 2 del canal de ! = -
ASIC2 iones de deteccion de POQRENAC T ASIC2a, 17g11.2-g12 (315)
. hBNaCl1.
acido
Miembro 5 de la familia
TBC1D5 del dominio TBCL KIAA0210. 3p24.3 (315)
GPC5 Glipicano 5 GLYPICAN 5 13931.3 (315)
Componente del complejo . .
EXOC4 de exocistos 4 SECS8; Sec8p; SEC8L1. 7933 (315)
Subunidad 2 de la ) )
IMMP2L | peptidasa de la membrana IMP2; IMPZ-IITI.I{(E' IMMP2L- 7031.1 (315)
mitocondrial interna '
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Tabla 7 (parte 2 de 2)

Treinta primeros genes con mayor frecuencia de expresion comunes de los 11 casos de
Cancer Diferenciado de Tiroides del 2019 al 2020

Gen Nombre Sinénimos Localizacion | Referencia
Activador de la 1036.31-
CAMTAL transcripcion de union a CANPMR. P (315)
. p36.23
calmodulina 1
CDH13 Cadherina 13 CDHH; P105. 16023.3 (315)
Dominio SET y MYND KMT3E; ZMYND1,
SMYD3 que contiene 3. ZNEN3AL: bA74P14.1. lg44 (315)
Repeticion de anquirina y EB1; AIDA; EB-1;
ANKS1B dominio de motivo alfa ANKS2; AIDA-1,; cajalin- 12¢23.1 (315)
estéril que contiene 1B. 2.
DAB1 Proteina adaptadora DAB 1 SCA37. 1p32.2-p32.1 (315)
Discos grandes proteina de PSD93; PSD-93;
DLG2 andamio MAGUK 2 PPP1RS58; chapsyn-110. 11g14.1 (315)
Dominio FERM que FRMD4; CCAFCA;
FRMDAA contiene 4A bA295P9.4. 10p13 (315)
Proteina que interactia con
KCNIP4 el canal dependiente de CALP; KCHIPA4. 4p15.31-p15.2 (315)
voltaje de potasio 4
. CAPR; CTNR; CAP-R;
CTNNAZ2 catenina alfa 2 CT114: CDCBMO. 2pl2 (315)
Carboxipeptidasa 4 de
AGBL4 AGBL CCP6. 1p33 (315)
PRKCE Proteina quinasa C épsilon PKCE; nPKC-epsilon. 2p21 (315)
SYN3 Sinapsina 111 Synapsin — 3, CN28H9.2. 22012.3 (315)
ARHGAP | Proteina activadora de Rho
15 GTPasa 15 BMO046. 2022.2-022.3 (315)
GLUP; PACRG2.1;
PACRG Parkin coregulado PARK2CRG,; 6026 (315)
HAKO005771.
Marco de lectura 92 abierto ]
C90rf92 del cromosoma 9 Em:AL513424.1. 9p22.3 (315)

En la tabla 7 (parte 1 y 2) se muestran los 30 primeros genes con mayor frecuencia de

expresion comunes de los 11 casos de CDT. Se describen sus nombres, sinGnimos de

nomenclatura, ubicacion cromosémica y referencias bibliograficas.
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Tabla 8 (parte 1 de 2)

Funcidn de los treinta primeros genes con mayor frecuencia de expresion comunes de
los 11 casos de Céancer Diferenciado de Tiroides del 2019 al 2020

Gen Funcion y patologias asociadas Referencia

Cofactor de dimerizacion del factor nuclear de hepatocitos-1. Precursor del cofactor de
PCBD2 | fenilalanina hidroxilasa BH4 (tetrahidrobiopterina). Mutacion provoca hiperfenilalaninemia, (315)
vitiligo. Sobre expresada en cancer de colén y melanoma maligno.

Codifica una proteina repetida rica en leucina. Papel en la diferenciacion de los melanocitos.

LRMDA Mutacion se relaciona al albinismo oculocutaneo autosémico recesivo 7 (OCAT7). (315)
WWOX Gen supresor de tun_10res _al inducir apoptosis. IV!utacione_s asociadas con maltiples tipos de (315)
cancer y con la ataxia espinocerebelosa autosémica recesiva 12.
RPS29 Proteina ribosémica que puede mejorar la actividad supresora de tumores de la proteina 1A (315)
relacionada con Ras (KREV1). Mutacidn se relaciona con canceres colorrectales.
RBEOX1 Proteinas de unién al ARN. Mutacion asociada a la ataxia espinocerebelosa tipo 2 (SCA2) y (315)

enfermedades neurodegenerativas familiares.

Gen supresor de tumores. Proteina del metabolismo de las purinas. Dafio inducido por
FHIT | carcindgenos puede conducir a translocaciones y transcripciones aberrantes. Mutacion (315)
asociada a carcinomas de es6fago, estbmago y colon.

Moléculas de adhesion celular. Promueve el crecimiento y la adhesién de neuritas, proteina
de union a opioides/similar a una molécula de adhesion celular (OPCML).

Reparacion del ADN mediante recombinacién homoéloga. La sobreexpresion de este gen
RAD51B | provoca un retraso del ciclo celular G1 y apoptosis celular, lo que sugiere un papel de esta (315)
proteina en la deteccion de dafios en el ADN. Mutacion asociada a leiomiomas.
Direccionamiento de proteinas sustrato para la degradacion proteasomal. Mutaciones causan

NTM (315)

PRKN la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Parkinson juvenil autosémica recesiva. (315)
MACRO | Deacetilasa involucrada en la eliminacion de ADP-ribosa de proteinas mono-ADP- (315)
D2 ribosiladas. La proteina codificada se traslada del nucleo al citoplasma tras el dafio del DNA.
ASIC2 | Asociada a canales de sodio sensibles a amilorida y neurotransmision. (315)
TBCLDS Recuperacion de proteinas de membrana desde el endosoma al Golgi. Tubula la membrana (315)
endosomal.
GPC5 Proteoglicanos de heparan sulfato de la superficie celular. Papel en el control de la division (315)

celular y la regulacion del crecimiento. Sobre expresado en linfomas y otros tumores.
Componente del complejo de exocistos. Remodelacion citoesquelética de actina y la
EXOC4 | maquinaria de transporte de vesiculas. Biogénesis de la polaridad de la superficie de las (315)
células epiteliales.

Procesamiento de las secuencias de péptidos sefial que se utilizan para dirigir las proteinas
IMMP2L | mitocondriales a las mitocondrias. Actividad catalitica del complejo de peptidasa de la (315)
membrana interna mitocondrial (IMP).

Factor de transcripcion y supresor de tumores. Translocacion entre este gen y el gen
WWTR1, con la oncoproteina WWTR1-CAMTAL resultante que conduce a un (315)
hemangioendotelioma epitelioide, un cancer vascular maligno.

CAMTA
1
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Tabla 8 (parte 2 de 2)

Funcidn de los treinta primeros genes con mayor frecuencia de expresion comunes de

los casos 11 casos de Cancer Diferenciado de Tiroides del 2019 al 2020

Gen Funcion y patologias asociadas Referencia
Superfamilia de cadherinas. Glicoproteina de adhesion célula-célula. Regulador negativo del
CDH13 crecimiento de axones, protege a las células endoteliales vasculares de la apoptosis debida (315)
al estrés oxidativo (resistencia a la aterosclerosis). Gen hipermetilado en muchos canceres.
SMYD3 | Histona metiltransferasa que funciona en complejos de ARN polimerasa Il. (315)
Proteina de maltiples dominios que se expresa predominantemente en el cerebro y los
ANKS1B testiculos. Interacttia con bgta amiloide. Desarrollo normal d_el gerebro_ y en la patogénesis (315)
de la enfermedad de Alzheimer. Sobre expresada en leucemia linfocitica aguda de células
pre-B asociada con la translocacion t (1; 19).
Desarrollo del cerebro, dirigiendo la migracién de las neuronas corticales. Transductor de
DAB1 | sefial que interactla con las vias de la proteina quinasa para regular el posicionamiento (315)
neuronal en el cerebro en desarrollo.
Familia del guanilato quinasa asociada a la membrana (MAGUK). Interactla en sitios
DLG2 | postsinapticos para formar un andamio multimérico para la agrupacion de receptores, canales (315)
idnicos y proteinas de sefializacion asociadas.
FRMDA4 Do_minio FERM que regula Ia_polaridad de I_as células ep_iteliales_. Remodelacién de las
A uniones adherentes y la formacién de cables lineales de actina. Polimorfismos en este gen (315)
estan asociados con la enfermedad de Alzheimer y también con la dependencia de la nicotina.
KCNIP4 Inte_ract_u_an con los canales de potasio (I_(v) dependientgs Qe voltaje (KCNIP). Regulan la (315)
excitabilidad neuronal en respuesta a variaciones de calcio intracelular.
Variante de transcripcion. Enlazador entre los receptores de adhesion de cadherina y el
CTNNAZ2 | citoesqueleto para regular la adhesion, diferenciacion del sistema nervioso y la plasticidad (315)
morfologica de las sinapsis y la laminacion cerebelosa e hipocampal durante el desarrollo.
AGBL4 | Metalocarboxipeptidasa que media la desglutamilacion de proteinas diana. (315)
Proteinas quinasas C especificas de serina y treonina activadas por calcio y diacilglicerol.
PRKCE | Activacion de los canales neuronales, la apoptosis, cardio proteccion de la isquemia, la (315)
respuesta al choque térmico, la ansiedad y la exocitosis de la insulina.
La sinapsinas codifican fosfoproteinas neuronales que se asocian con la superficie
SYN3 | citoplasmica de las vesiculas sinépticas. Papel en la sinaptogénesis y modulacion de la (315)
liberacién de neurotransmisores. Mutacion asociada a enfermedades neuropsiquiatricas.
AITDTSG A RHO GTP asas. Regulan diversos procesos biolégicos. (315)
Gen de parkina. complejo molecular con chaperonas, incluidas las proteinas de choque
PACRG '.térmi(.:o 70y 90,_y componentes de c.hqp.eronina. Mutaciones en la enfermedad de Parkinson (315)
juvenil autosémica recesiva, susceptibilidad a lepra, componente de los cuerpos de Lewy en
pacientes con enfermedad de Parkinson.
C90rf92 | Variante de transcripcion 2 es un ARN no codificante. (315)
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Figura 16. Expresion de TERT, BRAF y P53 en el Cancer Diferenciado de Tiroides. Se
objetiva que en el 100% de los casos estudiados de pacientes portadores de CDT expresardn
TERT (A), BRAF (B) y P53 (C), ademas de la coexistencia de TERT y BRAF independiente

del estadio clinico de la enfermedad. (D). Fuente propia.
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Tabla 9 (parte 1 de 2)

Expresion de P53 y otros genes asociados a P53 encontrados comunes en los 11 casos

de Cancer Diferenciado de Tiroides

Gen Nombre Sindnimos Localizacion | Referencia

Proteina
TP53 tumoral P53: BCC7; LFS1; BMFS5; TRP53 17p13.1 (315)
p53

Repeticion
WD que
WRAP53 | contiene DKCB3; TCABL1; WDR79 17p13.1 (315)
antisentido
para TP53

Proteina
tumoral 2
TP53BP2 | proteina | BBP; 53BP2; ASPP2; P53BP2; PPP1R13A 1041 (315)
de unioén a

p53

Proteina

de union
TP53BP1 | p53dela p202; 53BP1; TDRD30; p53BP1

proteina
tumoral 1

Proteina

tumoral
TP53111 proteina PIG11 11pl11.2 (315)

inducible
p53 11

Factor de
biogénesis
NOP53 del PICT1; PICT-1; GLTSCR2 19913.33 (315)
ribosoma

NOP53
Peptidasa

53
USP53 espedcelflca Q70EKS; UBP53 4026 (315)
ubiquitina

Proteina

53
CFAP53 | asociada a HTX6; CCDCLL; QB8DAS; Q8WVQS; 18g21.1 (315)
QoP2J7
flagelos y
cilios

15q15.3 (315)
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Tabla 9 (parte 2 de 2)

Expresion de P53 y otros genes asociados a P53 encontrados comunes en los 11 casos

de Cancer Diferenciado de Tiroides

Gen

Funcidén y patologias asociadas

Referencia

TP53

Codifica una proteina supresora de tumores que contiene dominios de activacion
transcripcional, union al ADN y oligomerizacion. Induciendo la detencidn del ciclo
celular, apoptosis, senescencia, reparacion del ADN o cambios en el metabolismo.

(315)

WRAP53

Codifica un componente para sintesis de telémeros y funcién de telomerasa. Interactta
con disquerina, TERT y TERC. Regula niveles de ARNm de p53 end6geno y la induccion
adicional de la proteina p53 dirigiéndose a la region no traducida 5 'del ARNm de p53.

(315)

TP53BP2

Este gen codifica un miembro de la familia ASPP (proteina estimulante de la apoptosis
de p53) de proteinas que interacttan con p53. Regula la apoptosis y el crecimiento celular
con interacciones con otras moléculas reguladoras, incluidos miembros de la familia p53.

(315)

TP53BP1

Codifica una proteina de reparacion de rotura de doble hebra del ADN, promocién de la
sefializacion del punto de control después del dafio del ADN, andamio para el
reclutamiento de proteinas de respuesta al dafio del ADN en los telémeros no protegidos.

(315)

TP53111

Funciona como un mediador para equilibrar la activacion de AKT y AMPK para adaptar
las células a diferentes contextos celulares, como la union y separacion de la matriz
extracelular.

(315)

NOP53

Funciona como un sensor nucleolar que regula la activacion de p53/TP53 en respuesta a
la perturbacion de la biogénesis del ribosoma, dafio del ADN y otras condiciones de
estrés.

(315)

USP53

Protedlisis dependiente de ubiquitina-proteasoma. Promueve la apoptosis e inhibe la
glucdlisis en el adenocarcinoma de pulmén a través de la sefalizacion FKBP51-
AKT1.Enfermedades incluyen colestasis y colestasis intrahepatica familiar progresiva.

(315)

CFAPS3

Este gen pertenece a la familia CFAP53. Se encontrd que se expresaba diferencialmente
por las células ciliadas de la epidermis de la rana y en los fibroblastos de la piel humana.
Las mutaciones en este gen estan asociadas con heterotaxi-6 visceral, que implica a este
gen en la determinacion del patrén asimétrico de izquierda a derecha.

(315)

En la tabla 9 (parte 1y 2) se muestra la expresion de P53 y otros genes expresados asociados

a P53 encontrados comunes en los 11 casos de pacientes portadores de CDT de la poblacion

estudiada. Ademas, se describen caracteristicas de los mismos, como sinénimos de su

nomenclatura, localizacion cromosdmica, funcion y sus referencias bibliogréaficas.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




e UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE k-~ CATOLICA

TESIS UCSM &  DE SANTA MARIA

PERFIL DE EXPRESION GENICA POR RNA-SEQ DEL CANCER DIFERENCIADO DE
TIROIDES DIAGNOSTICADO EN EL HNCASE ESSALUD, AREQUIPA 2019-2020

Tabla 10

Traslocaciones tipo fusién encontradas en 3 casos de los 11 pacientes con Cancer
Diferenciado de Tiroides

Fusion . Varlant'e : Genes Localizacion Referencia
histopatologica
Timina-ADN glicosilasa Cromosoma 12
TDG - TMEM132B | Papilar folicular | Proteina transmembrana (315)
1308 q23.3-q24.31
. . Meis homeobox 1 Cromosoma 2 p14-
MEIS1-ITSN2 Papilar clasico Tntersecting 2 233 (315)
Subfamilia de canales
regulados por voltaje de
. B otasio E subunidad Cromosoma 21
KCNEIB - FP671120.4 | Papilar clasico p Bl dora 1B pl1.2-pll.2 (315)
RNA ribosomal no
codificante

En la tabla 10 se muestra la presencia de las 3 traslocaciones tipo fusion que fueron
econtradas en 3 casos de los 11 pacientes con el diagnéstico de CDT. Asi mismo, se describen

los genes componentes de cada una, variante histopatolégica de cada tumor, localizacion

cromosomica y referencia bibliogréafica.
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Tabla 11

Genes componentes de las traslocaciones tipo fusion encontradas en 3 casos de los 11

pacientes con Cancer Diferenciado de Tiroides

Gen Funcion y patologias asociadas Referencia

Elimina restos de timina de: desajustes G/T hidrolizando el enlace carbono-nitrégeno
entre la columna vertebral de azucar-fosfato del ADN vy la timina desaparecida,
TDG emparejamientos incorrectos de C/T y T/T, elimina el uracilo y el 5-bromouracilo de (315)
los emparejamientos incorrectos con guanina. Defensa celular contra la mutacion
genética causada por la desaminacion espontanea de 5-metilcitosina y citosina.
Asociado con la pérdida auditiva no sindrémica, el trastorno de panico y el cancer.
TMEM132B | Funcién de adhesion celular para la familia TMEM132, conectando el medio (315)
extracelular con el citoesqueleto de actina intracelular.

Los genes homeobox, representada por los genes HOX, juegan un papel crucial en el
desarrollo normal. Ademas, varias homeoproteinas estan involucradas en la neoplasia.
MEIS1 Este gen codifica una proteina homeobox que pertenece a la familia TALE (‘extension (315)
de bucle de tres aminoacidos') de proteinas que contienen homeodominio. Asociado
a leucemia mieloide.

Codifica una proteina citoplasmica que contiene dominios SH3. Proteinas implicadas
ITSN2 en la endocitosis mediada por clatrina. Regula la formacion de vesiculas recubiertas (315)
de clatrina. Induce la endocitosis del receptor de antigeno de células T (TCR).

El producto del gen KCNEL, minK, forma un complejo estable con HERG (KCNH2;
152427) y esta heteromultimerizacion regula el rectificador retardado cardiaco de
KCNE1B | activacion rapida, control de la frecuencia y el ritmo cardiaco, formando el canal de (315)
potasio | (Ks) cardiaco. Relacionado a cancer de Utero, gastrico, astroglioma, leucemia
mieldgena, cancer de tiroides.

ARN largos no codificantes (LncRNA), regula la expresién génica por medio de la
FP671120.4 | modificacion de la cromatina, la activacion transcripcional y la interferencia (315)
transcripcional en la aparicién y desarrollo de tumores.

En la tabla 11 se muestra la funcion de los genes componentes de las 3 traslocaciones tipo
fusion enocontradas en 3 casos de los 11 pacientes con CDT estudiados. Asi mismo, se

muestra la referencia bibliogréafica.
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Figura 17. Traslocacion/fusion TDG-TMEM132B de un caso de Cancer Diferenciado
de Tiroides. Encontrada en un caso de CDT variante papilar folicular, la cual no presenta
regiones codificantes debido a ser una transcripcion antisentido. Fuente analisis

bionformatico Admera health.
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Figura 18. Traslocacion/fusion MEIS1-ITSN2 de un caso de Cancer Diferenciado de
Tiroides. Encontrada en un caso de CDT variante papilar clasico, la cual presenta dominios

de proteinas retenidos de ambos genes. Fuente analisis bionformatico Admera health.
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Figura 19. Traslocacion/fusion KCNE1B - FP671120.4 de un caso de Cancer
diferenciado de tiroides. Encontrada en un caso de CDT variante papilar clasico, la cual no
presenta regiones codificantes debido a ser una transcripcion antisentido. Fuente analisis

bionformatico Admera health.
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Tabla 12

Ubicacidn de las mutaciones puntuales BRAF comunes en los 11 casos de Cancer Diferenciado

de Tiroides
BRAF
Mutacién Referencia
bibliogréafica
Nombre: rs889134706
Tipo de variante: SNV
Alelos:C>T, G
Cromosoma: 7:140924572 (GRCh38) (583)
Exon 1

BRAF: Variante missense
Consecuencia funcional: No reportada
Tipo de variante: SNV

Alelos: T> A

Cromosoma: 7: 140850164 (GRCh38)
Exon 2

Tipo de variante: SNV

Alelos: T > A

Cromosoma: 7: 140800452 (GRCh38)
Exon 7

Tipo de variante: SNV

Alelos: T>A,C, G

Cromosoma: 7: 140794401 (GRCh38)
Exén 8

Tipo de variante: SNV

Alelos: A>T

Cromosoma: 7: 140777028 (GRCh38)
Exén 14

Tipo de variante: SNV

Alelos: A>T

Cromosoma: 7: 140754195 (GRCh38)
Exon 15

Mutacion de novo

Mutacion de novo

Mutacion de novo

Mutacién de novo

Mutacion de novo

En la tabla 12 se muestra las mutaciones de BRAF encontradas en los 11 pacientes del
estudio, tomando como referencia al banco genético humano de secuencia de ADN
“Consorcio de referencia del genoma Human Build 38” (GRCh38.p13). De las 6 mutaciones
encontradas, la mutacién de BRAF rs113488022 variante missense, ya se encuentra descrita

en la literatura; las 5 mutaciones restantes son de novo. Se muestra la referencia bibliografica.
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Figura 20. Mutacion puntual BRAF Cromosoma 7: 140924572 C > T en el Cancer
Diferenciado de Tiroides. Se muestra la pista de cobertura predeterminada para un archivo
de alineacion BAM utilizando el software IGV (Integrative Genomics Viewer) de la
combinacion de los 11 pacientes del estudio. Si un nucle6tido difiere de la secuencia de
referencia en mas del 20 % de las lecturas ponderadas de calidad, IGV colorea la barra en
proporcion al recuento de lecturas de cada base (A, C, G, T). Se encontr6 el polimorfismo de
nucle6tido Unico (SNP) BRAF 7: 140924572, SNV (variacion en la secuencia de ADN que

ocurre cuando se altera un solo nucleotido) C > T, G. Fuente propia.
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Figura 21. Mutaciones puntuales BRAF Cromosoma 7: 140850154 T > A; 140850164
T>A en el Céancer Diferenciado de Tiroides. Se muestra la pista de cobertura
predeterminada para un archivo de alineacion BAM utilizando el software IGV (Integrative
Genomics Viewer) de la combinacion de los 11 pacientes del estudio. Si un nucleotido difiere
de la secuencia de referencia en mas del 20 % de las lecturas ponderadas de calidad, IGV
colorea la barra en proporcion al recuento de lecturas de cada base (A, C, G, T). Se
encontraron los polimorfismos de nucle6tido Gnico (SNPs) BRAF 7: 140850154, SNV
(variacién en la secuencia de ADN que ocurre cuando se altera un solo nucle6tido) T > Ay
BRAF 7: 140850154, SNV T > A. Fuente propia.
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Total count: 33

A8(24%, 4+ 4-)

c:0

G:0

T :25(76%, 21+ 4-)

N:0 v

CTGTGEGGETATITGGEGETGEGETGETTCAAAGAACTTGGEGAGACAAATC
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Figura 22. Mutaciones puntuales BRAF Cromosoma 7: 140800452 T > A en el Cancer
Diferenciado de Tiroides. Se muestra la pista de cobertura predeterminada para un archivo
de alineacion BAM utilizando el software IGV (Integrative Genomics Viewer) de la
combinacion de los 11 pacientes del estudio. Si un nucleétido difiere de la secuencia de
referencia en mas del 20 % de las lecturas ponderadas de calidad, IGV colorea la barra en
proporcion al recuento de lecturas de cada base (A, C, G, T). Se encontré el polimorfismo de
nucle6tido Gnico (SNP) BRAF 7: 140800452, SNV (variacion en la secuencia de ADN que

ocurre cuando se altera un solo nucle6tido) T > A. Fuente propia.
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mmmﬂ:
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Figura 23. Mutacion puntual BRAF Cromosoma 7: 140794401 T > A, C, G en el Cancer
Diferenciado de Tiroides. Se muestra la pista de cobertura predeterminada para un archivo
de alineacion BAM utilizando el software IGV (Integrative Genomics Viewer) de la
combinacion de los 11 pacientes del estudio. Si un nucleétido difiere de la secuencia de
referencia en mas del 20 % de las lecturas ponderadas de calidad, IGV colorea la barra en
proporcion al recuento de lecturas de cada base (A, C, G, T). Se encontré el polimorfismo de
nucle6tido Gnico (SNP) BRAF 7: 140794401, SNV (variacion en la secuencia de ADN que

ocurre cuando se altera un solo nucleotido) T > A, C, G. Fuente propia.
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Figura 24. Mutacién puntual BRAF Cromosoma 7: 140777028 A > T en el Cancer
Diferenciado de Tiroides. Se muestra la pista de cobertura predeterminada para un archivo
de alineacion BAM utilizando el software IGV (Integrative Genomics Viewer) de la
combinacion de los 11 pacientes del estudio. Si un nucleétido difiere de la secuencia de
referencia en mas del 20 % de las lecturas ponderadas de calidad, IGV colorea la barra en
proporcion al recuento de lecturas de cada base (A, C, G, T). Se encontré el polimorfismo de
nucle6tido Gnico (SNP) BRAF 7: 140777028, SNV (variacion en la secuencia de ADN que

ocurre cuando se altera un solo nucle6tido) A > T. Fuente propia.
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Figura 25. Mutacién puntual BRAF Cromosoma 7: 140754195 A > T en el Cancer
Diferenciado de Tiroides. Se muestra la pista de cobertura predeterminada para un archivo
de alineacion BAM utilizando el software IGV (Integrative Genomics Viewer) de la
combinacion de los 11 pacientes del estudio. Si un nucledtido difiere de la secuencia de
referencia en mas del 20 % de las lecturas ponderadas de calidad, IGV colorea la barra en
proporcion al recuento de lecturas de cada base (A, C, G, T). Se encontr6 el polimorfismo de
nucle6tido dnico (SNP) BRAF 7: 140754195, SNV (variacion en la secuencia de ADN que

ocurre cuando se altera un solo nucle6tido) A > T. Fuente propia.
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Tabla 13 (parte 1 de 3)

Mutaciones puntuales TERT en el Cancer Diferenciado de Tiroides

TERT
Mutacion Referencia
bibliografica

Nombre: rs1751161082
Tipo de variante: SNV
Alelos: T>C
Cromosoma: 5:1293763 (GRCh38) (592)
Exon 2

TERT: Variante missense
Consecuencia funcional: No reportada
Tipo de variante: SNV

Alelos: C>G

Cromosoma: 5: 1293765 (GRCh38)
Exon 2

Tipo de variante: SNV

Alelos: C>G

Cromosoma: 5: 1293766 (GRCh38)
Exon 2

Tipo de variante: SNV

Alelos: C> A

Cromosoma: 5:1293910 (GRCh38)
Exén 2

Tipo de variante: SNV

Alelos: A>G

Cromosoma: 5:1293913 (GRCh38)
Exén 2

Tipo de variante: SNV

Alelos: C> A

Cromosoma: 5:1293914 (GRCh37)
Exon 2

Tipo de variante: SNV

Alelos: G>T

Cromosoma: 5:1294136 (GRCh38)
Exén 2

Tipo de variante: SNV

Alelos: A>C

Cromosoma: 5:1294238 (GRCh38)
Exon 2

Mutacion de novo

Mutacion de novo

Mutacion de novo

Mutacién de novo

Mutacion de novo

Mutacién de novo

Mutacién de novo
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Tabla 13 (parte 2 de 3)

Mutaciones puntuales TERT en el Cancer Diferenciado de Tiroides

TERT
Mutacion Referencia
bibliogréfica

Tipo de variante: SNV

Alelos: A>C

Cromosoma: 5:1294313 (GRCh38)
Exon 2

Tipo de variante: SNV

Alelos: T>G

Cromosoma: 5:1294315 (GRCh38)
Exon 2

Tipo de variante: SNV
Alelos:C>T

Cromosoma: 5:1294430 (GRCh38)
Exon 2

Tipo de variante: SNV

Alelos: G > A

Cromosoma: 5:1294479 (GRCh38)
Exon 2

Tipo de variante: SNV

Alelos: T>C

Cromosoma: 5:1280318 (GRCh38)
Exon 4

Tipo de variante: SNV

Alelos: T > A

Cromosoma: 5:1278733 (GRCh38)
Exon 6

Nombre: rs1749094617

Tipo de variante: SNV

Alelos: T>C

Cromosoma: 5:1272217 (GRCh38) (593)
Exon 7

TERT: Variante missense
Consecuencia funcional: No reportada
Tipo de variante: SNV

Alelos: G>T

Cromosoma: 5: 1272218 (GRCh38)
Exon 7

Mutacion de novo

Mutacion de novo

Mutacion de novo

Mutacion de novo

Mutacion de novo

Mutacion de novo

Mutacién de novo

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE $ANTA MARIA

PERFIL DE EXPRESION GENICA POR RNA-SEQ DEL CANCER DIFERENCIADO DE

TIROIDES DIAGNOSTICADO EN EL HNCASE ESSALUD, AREQUIPA 2019-2020

Tabla 13 (parte 3 de 3)

Mutaciones puntuales TERT en el Cancer Diferenciado de Tiroides

TERT
Mutacion Referencia
bibliogréfica

Tipo de variante: SNV
Alefgs: T>'C Mutacion de novo
Cromosoma: 5: 1272221 (GRCh38)

Exon 7

Tipo de variante: SNV

Alelos: T>C

Cromosoma: 5:1264568 (GRCh38)
Exon 11

Tipo de variante: SNV

Alelos: A>C

Cromosoma: 5: 1264493 (GRCh38)
Exon 11

Tipo de variante: SNV

Alelos: A>G

Cromosoma: 5:1264446 (GRCh38)
Exon 11

Nombre: rs33954691

Tipo de variante: SNV

Alelos: G > A

Cromosoma: 5:1255405 (GRCh38)
Exon 13

TERT: Variante sindbnima
Consecuencia funcional: No reportada

Mutacion de novo

Mutacion de novo

Mutacion de novo

(594)

En la tabla 13 (parte 1, 2 y 3) se muestra las mutaciones de TERT encontradas en los 11
pacientes del estudio, tomando como referencia al banco genético humano de secuencia de
ADN “Consorcio de referencia del genoma Human Build 38” (GRCh38.p13). De las 21
mutaciones encontradas, las mutaciones de TERT “rs1751161082 variante missense”,
“rs1749094617 variante missense” y “rs33954691 variante sindbnima”, ya se encontraban
descritas en la literatura; las 18 mutaciones restantes son de novo. Se muestra la referencia

bibliogréafica.
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Figura 26. Mutaciones puntuales TERT Cromosoma 5: 1293763 T > C, 1293765 C > G,
1293766 C > G en el Cancer Diferenciado de Tiroides. Se muestra la pista de cobertura
predeterminada para un archivo de alineacion BAM utilizando el software IGV (Integrative
Genomics Viewer) de la combinacién de los 11 pacientes del estudio. Si un nucleotido difiere
de la secuencia de referencia en mas del 20 % de las lecturas ponderadas de calidad, IGV
colorea la barra en proporcion al recuento de lecturas de cada base (A, C, G, T). Se
encontraron los polimorfismos de nucledtido unico (SNPs) TERT Cromosoma 5: 1293763,
SNV (variacion en la secuencia de ADN que ocurre cuando se altera un solo nucle6tido) T >
C, 1293765 SNV C > Gy 1293766 SNV C > G. Fuente propia.
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Figura 27. Mutaciones puntuales TERT Cromosoma: 5:1293910 C > A, 1293913 A > G,
1293914 C > A en el Cancer Diferenciado de Tiroides. Se muestra la pista de cobertura
predeterminada para un archivo de alineacion BAM utilizando el software IGV (Integrative
Genomics Viewer) de la combinacién de los 11 pacientes del estudio. Si un nucleotido difiere
de la secuencia de referencia en mas del 20 % de las lecturas ponderadas de calidad, IGV
colorea la barra en proporcion al recuento de lecturas de cada base (A, C, G, T). Se
encontraron los polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs) TERT Cromosoma 5: 1293910,
SNV (variacion en la secuencia de ADN que ocurre cuando se altera un solo nucleétido) C >
A, 1293913 SNV A > G y 1293914 SNV C > A. Fuente propia.
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Figura 28. Mutaciones puntuales TERT Cromosoma 5: 1294136 G > T en el Cancer
Diferenciado de Tiroides. En la figura 36 se muestra la pista de cobertura predeterminada
para un archivo de alineacion BAM utilizando el software IGV (Integrative Genomics
Viewer) de la combinacién de los 11 pacientes del estudio. Si un nucleotido difiere de la
secuencia de referencia en mas del 20 % de las lecturas ponderadas de calidad, IGV colorea
la barra en proporcion al recuento de lecturas de cada base (A, C, G, T). Se encontro el
polimorfismo de nucleétido Gnico (SNPs) TERT Cromosoma 5: 1294136, SNV (variacion

en la secuencia de ADN que ocurre cuando se altera un solo nucleétido) G > T. Fuente propia.
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Figura 29. Mutaciones puntuales TERT Cromosoma 5: 1294238 A > C en el Cancer
Diferenciado de Tiroides. Se muestra la pista de cobertura predeterminada para un archivo
de alineacion BAM utilizando el software IGV (Integrative Genomics Viewer) de la
combinacion de los 11 pacientes del estudio. Si un nucleétido difiere de la secuencia de
referencia en mas del 20 % de las lecturas ponderadas de calidad, IGV colorea la barra en
proporcion al recuento de lecturas de cada base (A, C, G, T). Se encontré el polimorfismo de
nucle6tido unico (SNPs) TERT Cromosoma 5: 1294238, SNV (variacion en la secuencia de

ADN que ocurre cuando se altera un solo nucleétido) A > C. Fuente propia.
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Figura 30. Mutaciones puntuales TERT Cromosoma 5: 1294313 A > C, 1294315 T > G
en el Cancer Diferenciado de Tiroides. Se muestra la pista de cobertura predeterminada
para un archivo de alineacion BAM utilizando el software IGV (Integrative Genomics
Viewer) de la combinacion de los 11 pacientes del estudio. Si un nucledtido difiere de la
secuencia de referencia en mas del 20 % de las lecturas ponderadas de calidad, IGV colorea
la barra en proporcién al recuento de lecturas de cada base (A, C, G, T). Se encontraron los
polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs) TERT Cromosoma 5: 1294313, SNV (variacion
en la secuencia de ADN que ocurre cuando se altera un solo nucle6tido) A > Cy 1294315
SNV T > G. Fuente propia.
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Figura 31. Mutaciones puntuales TERT Cromosoma 5: 1294430 C > T, 1294479 G > A
en el Cancer Diferenciado de Tiroides. Se muestra la pista de cobertura predeterminada
para un archivo de alineacion BAM utilizando el software IGV (Integrative Genomics
Viewer) de la combinacion de los 11 pacientes del estudio. Si un nucle6tido difiere de la
secuencia de referencia en mas del 20 % de las lecturas ponderadas de calidad, IGV colorea
la barra en proporcion al recuento de lecturas de cada base (A, C, G, T). Se encontraron los
polimorfismos de nucledtido Unico (SNPs) TERT Cromosoma 5: 1294430, SNV (variacion
en la secuencia de ADN que ocurre cuando se altera un solo nucleétido) C > T y 1294479
SNV G > A. Fuente propia.
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Figura 32. Mutacion puntual TERT Cromosoma 5: 1280318 T > C en el Cancer
Diferenciado de Tiroides. En la figura 40 se muestra la pista de cobertura predeterminada
para un archivo de alineacion BAM utilizando el software IGV (Integrative Genomics
Viewer) de la combinacién de los 11 pacientes del estudio. Si un nucleotido difiere de la
secuencia de referencia en mas del 20 % de las lecturas ponderadas de calidad, IGV colorea
la barra en proporcién al recuento de lecturas de cada base (A, C, G, T). Se encontré el
polimorfismo de nucleétido Unico (SNP) TERT Cromosoma 5: 1280318, SNV (variacion en

la secuencia de ADN que ocurre cuando se altera un solo nucleétido) T > C. Fuente propia.
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Figura 33. Mutacion puntual TERT Cromosoma 5: 1278733 T > A en el Cancer
Diferenciado de Tiroides. Se muestra la pista de cobertura predeterminada para un archivo
de alineacion BAM utilizando el software IGV (Integrative Genomics Viewer) de la
combinacion de los 11 pacientes del estudio. Si un nucleétido difiere de la secuencia de
referencia en mas del 20 % de las lecturas ponderadas de calidad, IGV colorea la barra en
proporcion al recuento de lecturas de cada base (A, C, G, T). Se encontré el polimorfismo de
nucle6tido Unico (SNP) TERT Cromosoma 5: 1278733, SNV (variacion en la secuencia de

ADN que ocurre cuando se altera un solo nucleétido) T > A. Fuente propia.
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Figura 34. Mutaciones puntuales TERT Cromosoma 5: 1272217 T > C, 1272218 G > T,
1272221 T > C en el Cancer Diferenciado de Tiroides. Se muestra la pista de cobertura
predeterminada para un archivo de alineacion BAM utilizando el software IGV (Integrative
Genomics Viewer) de la combinacidn de los 11 pacientes del estudio. Si un nucleotido difiere
de la secuencia de referencia en mas del 20 % de las lecturas ponderadas de calidad, IGV
colorea la barra en proporcion al recuento de lecturas de cada base (A, C, G, T). Se
encontraron los polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs) TERT Cromosoma 5: 1272217,
SNV (variacion en la secuencia de ADN que ocurre cuando se altera un solo nucle6tido) T >
C, 1272218 SNV G > T y 1272221 SNV T > C. Fuente propia.
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Figura 35. Mutacion puntual TERT Cromosoma 5: 1264568 T > C en el Cancer
Diferenciado de Tiroides. Se muestra la pista de cobertura predeterminada para un archivo
de alineacion BAM utilizando el software IGV (Integrative Genomics Viewer) de la
combinacion de los 11 pacientes del estudio. Si un nucleétido difiere de la secuencia de
referencia en mas del 20 % de las lecturas ponderadas de calidad, IGV colorea la barra en
proporcion al recuento de lecturas de cada base (A, C, G, T). Se encontré el polimorfismo de
nucle6tido Unico (SNP) TERT Cromosoma 5: 1264568, SNV (variacion en la secuencia de

ADN que ocurre cuando se altera un solo nucleétido) T > C. Fuente propia.
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Figura 36. Mutaciones puntuales TERT Cromosoma 5: 1264446 A > G, 1264493 A>C
en el Cancer Diferenciado de Tiroides. Se muestra la pista de cobertura predeterminada
para un archivo de alineacion BAM utilizando el software IGV (Integrative Genomics
Viewer) de la combinacion de los 11 pacientes del estudio. Si un nucledtido difiere de la
secuencia de referencia en mas del 20 % de las lecturas ponderadas de calidad, IGV colorea
la barra en proporcion al recuento de lecturas de cada base (A, C, G, T). Se encontraron los
polimorfismos de nucledtido Unico (SNPs) TERT Cromosoma 5: 1264446, SNV (variacion
en la secuencia de ADN que ocurre cuando se altera un solo nucledtido) A > G y 1264493
SNV A > C. Fuente propia.
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Figura 37. Mutacion puntual TERT Cromosoma 5: 1255405 G > A en el Cancer
Diferenciado de Tiroides. Se muestra la pista de cobertura predeterminada para un archivo
de alineacion BAM utilizando el software IGV (Integrative Genomics Viewer) de la
combinacion de los 11 pacientes del estudio. Si un nucleétido difiere de la secuencia de
referencia en mas del 20 % de las lecturas ponderadas de calidad, IGV colorea la barra en
proporcion al recuento de lecturas de cada base (A, C, G, T). Se encontré el polimorfismo de
nucle6tido Unico (SNP) TERT Cromosoma 5: 1255405, SNV (variacion en la secuencia de

ADN que ocurre cuando se altera un solo nucleétido) G > A. Fuente propia.
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DISCUSION Y COMENTARIOS

Se realizo el presente estudio con el objetivo de conocer el perfil de expresion génica por la
técnica RNA-Seq de células tumorales de pacientes diagnosticados con cancer diferenciado

de tiroides en el HNCASE EsSalud Arequipa, 2019-2020.

Se llevé a cabo esta investigacion debido al incremento de la incidencia de nuevos casos de
cancer diferenciado de tiroides a nivel mundial ?°12°) y en nuestro pais ?%), siendo una de
las hipotesis, el incremento de la presencia de mutaciones, como la mutacion BRAFV%°E en

la biologia molecular de esta patologia %627,

Asi mismo, aunque la mortalidad de esta enfermedad no se ha visto incrementada ?92%), se
ha encontrado que la recurrencia, agresividad y mortalidad aumentan con la presencia y
coexistencia de nuevas mutaciones del cancer diferenciado de tiroides %%, por lo que, una
de las estrategias para combatir esta enfermedad es la caracterizacion molecular
individualizada tanto para el diagndstico y terapias blanco ©%°-302) de |os pacientes portadores
de esta enfermedad, informacién que puede ser ofertada por la técnica RNA-Seq como lo
demuestra la literatura ©°%3%9; |o que justifica la realizacion de esta investigacion en pro de
la busqueda de un perfil de mutaciones autdctono del cancer diferenciado de tiroides de los
pacientes asegurados de la macro region sur del Perd que se atienden en el HNCASE

Arequipa.

Para realizar el presente estudio, previa aprobacion por el comité de ética de investigacion
del Hospital HNCASE EsSalud Arequipa, se revisaron las historias clinicas de los 11 casos
de los pacientes operados de cancer diferenciado de tiroides por el Servicio de Cirugia de
Cabeza y Cuello en el periodo 2019-2020, cuyas muestras tumorales fueron obtenidas del

banco de tejidos del Servicio de Anatomia Patologica, inmediatamente posterior a la cirugia,
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previa corroboracion y evaluacion diagndstica del anatomopatélogo, siendo trasladadas en
los primeros 30 minutos en un tubo estéril eppendorf con hielo seco, almacenadas en cadena
de frio al laboratorio de biologia molecular de la Universidad Catélica de Santa Maria
Arequipa, donde fueron procesadas para aislamiento de ADN, y posteriormente enviadas al
laboratorio NOVOGEN y Admera Health Biopharma Servicesen de USA para
secuenciamiento mediante técnica RNA-Seq, ademéas de una segunda opinién de la lectura
bioinforméatica en el laboratorio del Instituto Pasteur de Paris, Francia; con los datos
obtenidos se pudo recolectar la informacion en formato BAM, sobre el perfil de expresion
génica y también mutacional con ayuda del softawre IGV. Asi mismo, de la revision de las

historias clinicas se obtuvieron datos epidemioldgicos, clinicos e histopatolégicos.

En la Figura 13 se aprecian las caracteristicas de los pacientes con el diagnéstico de cancer
diferenciado de tiroides durante el periodo de estudio. El 63.64% fueron mujeres y 36.36%

varones, con edad predominante entre los 40 y 49 afios en 45,55% de casos.

Resultados que son equiparables a los descritos por U. Cordoba y T. Séenz, en el capitulo de
Epidemiologia del Cancer de Tiroides, del tratado “Avances y Perspectivas en el Cancer
Diferenciado de Tiroides” del 2018 ©%), en el que mencionan una mayor frecuencia de
presentacion de esta enfermedad en el sexo femenino a razén de 6.1 mujeres por cada 1.9
varones, asi como una mayor frecuencia entre los 45 y 54 afios de edad en poblacion de

México y los EE.UU.

La Figura 14 muestra las caracteristicas citoldgias, histopatologicas y sonograficas de los
pacientes con el diagndstico de Cancer Difeenciado de Tiroides (CDT) durante el periodo de
estudio. Se encontrd una predominancia de la variante papilar en un 81.82%, frente a un

18.18% de variante folicular.
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Resultados equiparables a los descritos por Mohammad Hossein Khosravi en su trabajo
“Thyroid Cancers: Considerations, Classifications, and Managements” % donde nos
muestra un 95% de frecuencias de CDT (papilar, folicular y células de Hurthle), distribuidos
en un 70-90% con la variante papilar y la folicular en un 10-15%. También resaltar que se
presentaron 2 casos de variantes histopatoldgicas agresivas del carcinoma papilar de tiroides,
segun la 4ta clasificacion de la WHO, una de ellas la variante columnar, y la otra la variante
Fassccitis like, ambas en un porcentaje del 9.09%; estos hallazgos discrepan con lo descrito
en la literatura, por citar a Kennichi Kakudo y colaboradores, en su trabajo “The new 4th
edition World Health Organization classification for thyroid tumors, Asian perspectives”
97 donde se narra una frecuencia de presentacion de 0.15 a 0.2% para la variante Columnar
y de 0.06% para la variante Fascitis like; esta discrepancia podria estar en relacién a la escasa
poblacién de nuestro estudio, sin embargo, es de suma importancia resaltar que un 18.18%
de nuestros pacientes, correspondié a variantes histopatoldgicas agresivas, lo que podria
indicar una mayor frecuencia de presentacion de estas variantes, en nuestra poblacion y que

deberia de alertar y propugnar una mayor investigacion al respecto.

Predomind la categoria Bethesda VI con un 63.64% frente a un 36.36% para Bethesda V, la
escala TI-RADS 5 se presento en el 100% de casos, el 72.73% fueron tumores unifocales,
siendo bien diferenciados (G1) en el 81.82%. Se encontrd tiroiditis crénica asociada al cancer

diferenciado de tiroides, en el 18.18% de casos.

Como caracteristicas preoperatorias, la categoria Bethesda V y VI fueron las méas prevalentes
en nuestra investigacion, esto en razon a que ambas, sumadas a otros hallazgos clinicos e
imagenoldgicos indican el tratamiento quirdrgico del paciente con nddulo tiroideo, con
corroboracion histopatoldgica de CDT en los 11 casos, lo que demuestra altos niveles de

sensibilidad y especificidad, tal como nos describe Ismael Mora-Guzman y colaboradores en
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su trabajo titulado “Efficiency of the Bethesda System for Thyroid Cytopathology” ©%),

quienes encuentran valores de sensibilidad 98,6%, especificidad 97,6%, valor predictivo
positivo 93,5%, valor predictivo negativo 99,5% y precision diagndstica global 97,9% para
evaluacion de malignidad. El Score preoperatorio ecografico que se estudio fue el TI-RADS,
en el que se muestra que en la totalidad de casos se diagnosticé categoria TI-RADS V, la cual
corresponde a una alta prediccion de céancer, lo que se corrobor6 en los resultados
histopatoldgicos, estos datos son similares a los descritos en la American Thyroid
Association, donde Mendes GF y colaboradores en el trabajo “Fine needle aspiration biopsy
of thyroid nodule smaller than 1.0 cm: accuracy of TIRADS classification system in more
than 1000 nodules” ©%, encontraron presentacion de cancer de tiroides alrededor del 86%
en nodulos con categoria TI-RADS V. En nuestra poblacion se encontrd que el 18.18% de
los casos de CDT se asociaron a Tiroiditis cronica de Hashimoto, resultados similares a los
que reportan Molnar y colaboradores en su trabajo Thyroid Carcinoma Coexisting with
Hashimoto's Thyroiditis: Clinicopathological and Molecular Characteristics Clue up

Pathogenesis ¢19), resaltando que esta condicion se encontr6 un 16.4%.

El estadiaje anatomopatoldgico del CDT durante el periodo de estudio correspondio a los

estadios I y I, con un 72.73%y 27.27% respectivamente.

En lo que se refiere al estadiaje anatomopatoldgico, la totalidad de los casos fueron
diagnosticados en estadios clinicos tempranos y de buen prondstico (grado 1 y grado I1), esto
en relacion al incremento del diagnéstico precoz de esta enfermedad con el uso y
accesibilidad a la ecografia tiroidea, tal como lo mencionado la literatura, como Benjamin
Schmidt and Louise Davies en el capitulo 1, The Rising Incidence of Thyroid Cancer:
Contributions from Healthcare Practice and Biologic Risk Factors, del libro “Management

of Differentiated Thyroid Cancer” !V, quienes comunican el sobre diagndstico en relacion
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a deteccidn preclinica por estudios de imagen en los sistemas de salud como la ecografia, lo

que conduce a tratamientos oportunos y con mayor tasa de curacion.

La Figura 15 (parte 1-3), muestra los 76 genes con mayor frecuencia de expresion, comunes
a los 11 casos del CDT de la poblacién en estudio. En las Tablas 7 y 8, se exponen los 30
primeros de estos genes anteriormente mencionados, por criterio jerargico, donde se detallan
datos como su denominacion, simbologia, ubicacion cromosémica, y funcion, encontrando
que todos ellos codifican de proteinas; ademas se describen algunas patologias asociadas a

las alteraciones de estos genes.

En el presente estudio el método de secuenciacion de RNA Seq NGS, nos ha permitido
identificar los genes con mayor frecuencia de transcripcion, comunes y repetitivos en los 11
pacientes estudiados; siendo los 30 primeros genes con mayor frecuencia de expresion el
PCB2, LRMDA, WWOX, RPS29, RBFOX1, FHIT, NTM, RAD51B, PRKN2, MACROD?2,
ASIC2, TBC1D5, GPC5, EXOC4, IMMP2L, CAMTAL, CDH13, SMYD3, ANKSI1B,
DAB1, DLG2, FRMDA4A, KCNIP4, CTNNA2. AGBL4, PRKCE, SYN3, ARHGAP15,
PACRG, C90rf92; todos ellos ya descritos en la literatura, expresados en tejido tiroideo sano
(314,315) y cuyas alteraciones patogénicas participan en la oncogénesis del CDT ©12-319) como
lo menciona Jaime Miguel Pita y colaboradores en su trabajo “Cell cycle deregulation and
TP53 and RAS mutations are major events in poorly differentiated and undifferentiated
thyroid carcinomas” ©%, quienes también describen la participacion de algunas de las
mutaciones de estos genes descritos tales como “RAS, BRAF, TP53, CTNNBI (B-catenina),
PIK3CA, CDKNIA, CDKNIB, CDKN2A, CDKN2B, CDKN2C, AXINI1, PTEN”, en las
variantes pobremente diferenciadas e indiferenciadas del cancer de tiroides ©6-318)
informacion de mucha importancia puesto que nos da a entender las bases moleculares

comunes que pueden tener neoplasias con distinta variedad y agresividad histopatoldgica, y
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que se podrian idear targets terapéuticos precozmente en el tratamiento de esta neoplasia ©9),
Muchos de estos genes descritos se relacionan con factores de transcripcion, proteinas
supresoras tumorales, inductores de apoptosis, proteinas del citoesqueleto, proteinas de
adhesion celular, vias de proteina quinasa C, reparadores del DNA, proteinas chaperonas y
canales de voltaje ionicos de la membrana celular G239 cuyas alteraciones patogénicas
como mutaciones son mecanismos que han sido descritos en la carcinogénesis tiroidea y de
otras neoplasias ®?*%2® lama la atencion haber encontrado sobreexpresion de genes de
proteinas relacionadas al desarrollo neuronal vinculadas al cancer de tiroides como NTM ¢4
315 ANKS1B (14315 pAB1 (14319 SyN3 @19 - este hallazgo podria estar relacionado al
desarrollo embrionario de la glandula tiroidea que conduce a la presencia de células derivadas
del neuroectodermo como las “células C” o parafoliculares 2339 y que ya se han venido
reportando en la literatura la coexistencia de tumores tiroideos mixtos con presencia de
células foliculares tiroideas y parafoliculares C 3133 y que en estudios transgénicos se han
inducido hiperplasia de células C y tumores de células C en ratones ©); uno de estos estudios
transgénicos mencionados utilizé la isoforma larga de RET (con una mutacion 634) ligada
a un promotor de calcitonina 34, recordando que RET es un proto-oncogén involucrado en
la génesis del cancer medular de tiroides derivado de las células C. Curiosamente, los
foliculos anormales que contienen tiroglobulina que se cree que son de origen ultimo
branquial ocurrieron en dos lineas fundadoras, acompafiadas en una de tumores, solo
carcinomas papilares en la mayoria de los ratones, pero una minoria mostré tumores tanto
papilares como medulares @3 33 Estos hallazgos permiten abrir un abanico de
posibilidades, que ameritan una continua investigacién en la capacidad totipotencial de

células madres de multiples tejidos.

En la Figura 16 se muestra la expresion de TERT, BRAF y P53 en el Cancer Diferenciado

de Tiroides. Se puede objetivar la presencia de la expresion del gen TERT, BRAF y P53, asi
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como la coexitencia de TERT y BRAF en el 100% de los casos de pacientes portadores de

cancer diferenciado de tiroides.

La transcriptasa inversa de la telomerasa humana (TERT) es un gen importante involucrado
en el mantenimiento de la integridad cromosdmica y la estabilidad del genoma y codifica la
subunidad catalitica de la transcriptasa inversa de la enzima telomerasa @, En un reciente
metaanalisis Jing Yang y colaboradores, en su trabajo “Association between TERT promoter
mutations and clinical behaviors in differentiated thyroid carcinoma: a systematic review and
meta-analysis”, demostraron que las frecuencias promedio de mutaciones del promotor
TERT en carcinomas diferenciados de tiroides (CDT), papilar (CPT) y folicular (CFT) fueron
10,9%, 10,6% y 15,1%, respectivamente ©3%). Otras referencias actuales reportan una
prevalencia entre el 7.5 y 25% 36339 Estas cifras se ven incrementadas en las variantes de
carcinoma de células de Hirthle (CCH) y las variantes pobremente diferenciado e
indiferenciado o anaplasico (CTPD/CTA) con valores de 25% y 86% respectivamente 4%
%41) Datos que no correlacionan con los encontrados en nuestro estudio, donde encontramos
que la totalidad de pacientes expresaban TERT y tenian mutaciones de TERT, esto
probablemente por lo poca cantidad de pacientes; sin embargo es importante recalcar que la
gran mayoria de trabajos calcula los valores de prevalencia de esta mutacion pesquisando 2
variantes de TERT desde que estas fueron reportadas por Liu y colaboradores en su trabajo
“Highly prevalent TERT promoter mutations in aggressive thyroid cancers” ©3® en el 2013,
las que corresponden a chr5: 1, 295228 C > T (C228T) y chr5: 1, 295250 C > T (C250T),
que representan cambios de nucledtidos de —124 C> T y -146 C > T del coddn de inicio de
la traduccion de ATG en el sitio del promotor del gen TERT ©42, mutaciones que no se han
encontrado en nuestro estudio, lo que podria conducir a subestimar la verdadera prevalencia
de otras mutaciones de TERT por falta de la busqueda de otras variantes mutacionales.

Ademas, se ha encontrado asociacion significativa entre las mutaciones del promotor TERT
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y la edad de los pacientes adultos mayores, segun lo reportado por Liu T. y colaboradores en
su trabajo The age- and shorter telomere-dependent TERT promoter mutation in follicular
thyroid cell-derived carcinomas 43, que describen diferencias de edad de 59,2 + 15,5 frente
a 44,9 + 15,6 afios en pacientes con mutacion TERT positivos frente a negativos (P <0,001)
(343) Curiosamente, el sexo masculino de los pacientes también se asocia con mutaciones del
promotor TERT, siendo el 37,4% masculino en pacientes con mutacion positiva frente al
24,8% en pacientes con mutacion negativa, P <0,001 43, Estos hallazgos correlacionan con
nuestro estudio donde el 90.90% de pacientes en ambos sexos se encontrd entre los 40 y 79

afios de edad, con predominio de la edad en el 75% de varones entre los 60 y 79 afios.

El gen BRAF, esta ubicado en el cromosoma 7, es el gen mutado con mayor frecuencia en
los canceres de tiroides, lo que resulta en una potente activacion de la via MAPK (proteina
quinasa activada por mitogenos) ¢*4. El hotspot mutacional mas comun en BRAF es T1799A
en el exon 15 (chr7: 140453136 A>T), lo que confiere un glutamato a la valina como
sustitucion en el aminoacido 600 (V600E) en la proteina BRAF. BRAFV8%E gs |a alteracion
genética mas comun en CPT, presenta una alta prevalencia en el CPT clasico y la variante de
células altas, aunque generalmente es raro en la variante folicular ¢*¥. La prevalencia general
de mutaciones BRAF se encuentra en alrededor del 45% (rango del 27,3% al 87,1%) (344:345),
con una prevalencia significativamente mayor en Asia, especialmente Corea, en relacion con
los paises occidentales 434 Resultados muy cercanos a los encontrados en nuestro
estudio, donde el 100% de pacientes presentaban la expresion y mutacion de BRAF, en
relacion al gran porcentaje de la variante histopatoldgica papilar y de células altas de nuestra
poblacion. Asi mismo, esta gran prevalencia encontrada podria corresponder a la escasa
poblacion de estudio; sin embargo, es importante mencionar que la gran mayoria de estudios
pesquisan la mutacion BRAFV®%E |0 que podria subestimar la real prevalencia de la

mutacién de BRAF al no enrolar otras variantes mutacionales. La literatura también
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menciona incremento de mutaciones de la via de MAPK, donde se incluye a BRAF por
estimulo de radiacién ultravioleta (UV), en paises con elevados indices de exposicion solar
como Colombia en estudios de Melanoma ®4% %9 recordando que nuestra de ciudad de
Arequipa, tenemos unas de las mayores dosis de radiacion UV, lo que seria motivo de
investigacion en relacion a la presencia de BRAF en todos los casos del estudio. De la misma
forma que ocurre con TERT, se ha descrito mayor prevalencia de la mutacién BRAF y la
edad, por citar a Changjiao Yan. y colaboradores en su investigacion “Relationship
between BRAF V600E and clinical features in papillary thyroid carcinoma” @9, quienes
encontraron diferencia significativa entre grupos de edades de 39.29+11.44 versus
43.88 +10.77 con un valor p de 0.002, mas no encontraron diferencias entre sexos con un
valor p de 0.195 @5 datos que correlacionan con nuestro estudio donde el 90.90% de

pacientes en ambos sexos se encontré entre los 40 y 79 afios de edad.

Se describe la coexistencia de la expresion de TERT y BRAF en el 100% de los casos de
pacientes portadores de cancer diferenciado de tiroides, asi mismo se muestra la relacion
entre el estadiaje clinico y estas mutaciones, donde el 72.73% de casos corresponde al
estadiaje clinico | y el 27.27% restante al estadiaje clinico Il, la totalidad de casos

independiente del estadiaje clinico presento la coexistencia de TERT y BRAF.

En nuestro trabajo se encontré que todos los pacientes presentaron expresion y mutaciones
de TERT y BRAF simultdneamente, esta coexistencia se ha descrito en la literatura por
Haoyu Ren y colaboradores en su trabajo “Co-existence of BRAFY%%°E and TERT promoter
mutations in papillary thyroid carcinoma is associated with tumor aggressiveness, but not
with lymph node metastasis” 52, concluyendo que esta asociacion predispone a una mayor
agresividad clinico-patoldgica del cAncer papilar de tiroides, como la edad avanzada, tamafio

tumoral mas grande, extension extratiroidea y estadio tumoral avanzado, pero no con

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

metastasis en los ganglios linfaticos centrales, metastasis en los ganglios linfaticos laterales,
nimero de metastasis en los ganglios linfaticos > 5 y nimero de ganglios linfaticos
afectados/extraidos °2. Otros metaanalisis corroboran la mayor relacion entre esta
asociacion y la mayor agresividad de presentacion de esta neoplasia #5335, Estos resultados
de la literatura discrepan parcialmente de los encontrados en nuestro trabajo, los cuales
probablemente se relacionen a la escasa cantidad de pacientes; sin embargo, recalcar
nuevamente, que las revisiones cientificas antes descritas investigan la coexistencia de las
mutaciones TERT C228T y C250T, con la BRAFY®%E las que no fueron encontradas en
nuestro estudio), lo cual puede conllevar a subestimar la coexistencia de otras variantes
mutacionales de TERT y BRAF en el cancer diferenciado de tiroides; ademas el 100% de
nuestra poblacion de estudio estuvo constituida por pacientes en estadios clinicos | y I, lo
que conlleva a lesiones tumorales de pequefio tamafio y sin extension extratiroidea, lo que
podria estar en concordancia con la presencia de otras variantes mutacionales de TERT y

BRAF no agresivas.

Se encontrd que P53 se expreso en el 100% de los casos de pacientes portadores de cancer

diferenciado de tiroides.

Esta bien documentado que el inicio y la progresion del carcinoma de tiroides se produce a
través de la acumulacion gradual de multiples alteraciones genéticas %%, Una de las
alteraciones moleculares fundamentales que discriminan al cancer de tiroides anaplasico
(CTA) de los canceres diferenciados de tiroides (CDT) es la inactivacidn del gen supresor de
tumores P53 ©%9). Las mutaciones de P53 son frecuentes en los tumores tiroideos
indiferenciados (50-80% en los CTA) (%36 Sin embargo, varios hallazgos indican que las
alteraciones en la secuencia de P53 también pueden desempefiar un papel en las primeras

etapas de la cancerogénesis tiroidea ®%9. De hecho, recientemente se han encontrado
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mutaciones de P53 en hasta el 40% de los CPT y en el 22% de los canceres foliculares de
tiroides (CFT) oncociticos ®%% 363, Por lo general, las mutaciones puntuales de P53 se
localizan en la region entre los exones 5 y 8 @54, Otras referencias bibliograficas informan
que se producian mutaciones del gen P53 en el 40-62% de los carcinomas indiferenciados de
tiroides y en el 0-25% de los carcinomas bien diferenciados de tiroides ©6% 3¢9 Algunos
autores sugieren que la sobreexpresion de p53, determinada por inmunohistoquimica, se
atribuia a la mutacion de un gen p53 en hasta el 95% de los casos del cancer papilar de
tiroides 7). Estos datos concordantes con los encontrados en nuestra investigacion, donde
en estadios clinicos iniciales de la enfermedad como el | y Il de nuestra poblacion expresan
P53 y tienen mutaciones de P53, en la totalidad de los casos. En lo que respecta a la
coexistencia de P53 con TERT y/o BRAF no se han observado correlaciones significativas
entre la mutacion BRAFV%E o |a sobreexpresion de la proteina p53 y las caracteristicas
clinico-patolégicas de los pacientes portadores de CDT ©%), asi mismo es de destacar que un
carcinoma papilar que alberga una mutacion del promotor TERT tiene un mayor riesgo de

transformacion anaplasica independiente de la presencia de P53 u otras mutaciones 9,

En las Tabla 9 (parte 1 y 2) se presenta la expresion de P53 y otros genes relacionados a
P53, junto a su ubicacién cromosémica, simbologia y funciones; encontrados en los 11

pacientes con cancer diferenciado de tiroides del presente estudio.

El método de secuenciacion de RNA Seq NGS, nos permitié identificar la expresion de P53
y otras asociadas a esta, encontrando 8 genes ejemplares comunes en los 11 pacientes del
estudio, que son WRAP53, TP53BP2, TP53BP1, TP53111, NOP53, TP53, USP53, CFAP53;
dentro de las funciones se encuentran la de telomerasa, induccion de la apoptosis, reparacion
de las cadenas de DNA, activacion de las vias AKT (grupo de enzimas de la familia serina-

treonina que participan en varios procesos relacionados con el crecimiento y la supervivencia
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celular, ayudan a transferir las sefiales en el interior de las células, también se llama proteina
cinasa B) ®¢"® y AMPK (enzima con actividad de varios procesos fisiologicos esenciales,
incluida la sintesis de proteinas, la apoptosis y la autofagia) ¢V, activacion de P53 tras dafios
de material ribosomal o del DNA, detencion de ciclo celular y apoptosis, inhibicién de la
glicolisis con activaciéon de apoptosis y alteracion de los cilios y fibroblastos,
respectivamente; las mutaciones de las mismas originan alteraciones de las proteinas que
cumplen las funciones antes sefialadas, y que al alterarse su funcionamiento son parte de la

oncogénesis de mltiples neoplasias ¢72-3Y, como la del CDT 14319,

En las Tablas 10 y 11 se muestra la presencia de las traslocaciones y sus genes, componentes
de cada una, junto a su ubicacion cromosémica, simbologia y funciones; de 03 pacientes con
cancer diferenciado de tiroides del presente estudio (01 caso portador de CDT variante
papilar folicular y 02 casos con CDT variante papilar clasico), asi mismo las Figuras 17, 18

y 19 nos representan esquematica a estas traslocaciones.

Nuevamente el método de secuenciacion de RNA Seq NGS, nos permitié identificar
traslocaciones de genes en el presente estudio, encontrando 3 fusiones que son TDG -
TMEM132B, MEIS1-ITSN2, KCNE1B - FP671120.4; se ha descrito que se requiere la
proteina TDG para la reparacion y desmetilacion del ADN, desempefiando un papel en la
prevencion de tumores, actuando como un coactivador de P53 82383 que se une al promotor
de TDG y regula la transcripcion de TDG @89, por lo tanto se comporta como un supresor
tumoral ®®, relacionandolo con neoplasias como céancer colorrectal %), mieloma maltiple
(387 adenocarcinoma pancreatico 8, cancer de piel no melanoma @9, carcinoma gastrico
(390) carcinoma esofagico ®°Y y melanoma ©°?, recientemente Dan Li y colaboradores
reportan en su trabajo The HOTAIRM1/miR-107/TDG axis regulates papillary thyroid cancer

cell proliferation and invasion, que la activacion de TDG por la sobre expresion del ARN
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mieloide 1 intergénico antisentido HOX (HOTAIRML1), el cual es una ARN de cadena larga
no codificante, que actua potenciando la actividad supresora tumoral, cuya disminucion de
este eje juega un rol importante en la proliferacion e invasion del CPT @), informacion que
podria correlacionarse con la encontrada en nuestro estudio donde la traslocacion antisentido
(393) TDG-TMEM132B, pode originar ARNm que codifiquen proteina TDG alterada y ello
favorecer la oncogénesis ¢+ 315 En lo que respecta a TMEM132B, pertenece al grupo de la
familia de TMEM132 las que son moléculas de adhesion de la superfamilia de dominios de
inmunoglobulina (IG) expresadas en el sistema nervioso central (SNC) que permiten una
conexion clave putativa entre la matriz extracelular y el citoesqueleto celular basado en
actina, con funciones importantes en la regulacién de cambios en la morfologia de las células
neuronales. motilidad y migracion ©®, siendo relacionada a neoplasias como el cancer de
mama donde se produce hipermetilacion del gen TMEM132C perdiendo la funcion de
supresion tumoral ©%, el cancer de ovario donde TMEM132D donde se describe que la
asociacion de la expresion de este gen con la infiltracion de linfocitos T CD8 otorga un
pronostico favorable y mayor sobrevida en el cancer de ovario en estadio temprano ©%, asi
mismo Weibo Xu y colaboradores en su investigacion Identification of Key Functional Gene
Signatures Indicative of Dedifferentiation in Papillary Thyroid Cancer informan la
asociacion de la expresion de TMEM132B vy el cancer papilar de tiroides (CPT) %),
informacion que podria correlacionar con nuestros hallazgos, ya que la traslocacion
antisentido TDG-TMEM132B, podria ocasionar la pérdida de funcion de TMEM132B y
favorecer la oncogénesis G'* 319 Estudios recientes han demostrado que MEIS1 funciona
para mantener la diferenciacion celular en tejidos adultos %), las proteinas MEIS (MEIS 1
MEIS 2, MEIS 3) se han asociado histéricamente con tumorigénesis, metastasis e invasion
en el cancer ®®9, asi mismo MEIS vy las proteinas PBX-HOX asociadas pueden actuar como

supresores de tumores u oncogenes en diferentes entornos celulares ©®y curiosamente, la
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sobreexpresidn de proteinas MEIS puede causar apoptosis dependiente de caspasa en algunas
células %), por lo que se le han encontrado asociadas a neoplasias tanto sélidas como
hematoldgicas como cancer de vejiga (MEIS 1-2) €949 mama (MEIS 1) @940 es6fago,
gastrico y colorrectal (MEIS1) ©%: 402 glioblastoma, glioma y neuroblastoma (MEIS 1-3)
(399.403) 'yenal (MEIS 1) 3949 leucemia y linfoma (MEIS 1) ©3%4%) pulmén (MEIS 1) G
406) de piel como melanoma (MEIS 1-2) @340 cavidad oral (MEIS 1) ®3%:4%8) ginecoldgico
(MEIS 1) ©3.40D  pancreético (MEIS 1-2) 3249 prostata (MEIS 1-2) $32409) sarcoma
(MEIS 1) ©% 40 timoma (MEIS 1-3) ®3% 41 y cancer de tiroides donde MEIS2 tiene
participacion en la tumorigénesis tiroidea (carcinoma papilar, variante oncocitica del
carcinoma folicular, tumores de potencial maligno incierto, adenoma folicular y carcinoma
anaplasico) 3% 412415 " que segln Vriens y sus colaboradores en su trabajo Clinical and
molecular features of papillary thyroid cancer in adolescents and young adults, indican que
MEIS 2 esta regulado positivamente en la oncogénesis del cancer de tiroides “9), estos
resultados similares a los de nuestro estudio en los que la fusion de MEIS1-1TSN2, preserva
los dominios de codificacion de proteinas, preservando su funcion la que podria estar
relacionada a la oncogénesis de esta neoplasia. ITSN1 contribuye a las propiedades
tumorigénicas de varios canceres humanos, incluidos el neuroblastoma, glioblastoma *17:418),
carcinomas de pancreas, liposarcomas y tumor de Wilm “!9, lo que sugiere un papel mas
amplio de este andamio en los canceres humanos “29; ITSN2 también se ha relacionado con
el cancer; sin embargo, a diferencia de ITSN1, los niveles elevados de ITSN2 en pacientes
con cancer de mama se asocian con una supervivencia libre de enfermedad méas prolongada
de los pacientes “2Y lo que sugiere que ITSN2 puede desempefiar un papel protector o
supresor de tumores en la tumorigénesis 29, Federica Panebianco y colaboradores han
descrito en su trabajo Characterization of Thyroid Cancer Driven by Known and

Novel ALK Fusions ©?2) han descrito por primera vez tres fusiones de las cuales una de ellas
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corresponde a ALK-ITSN2 (ALK: kinasa de linfoma anaplasico), encontrada en el carcinoma
papilar de tiroides y que les permitio orientar el diagnostico entre un resultado incierto y de
neoplasia tiroides por biopsia aspiracion con aguja fina (BAAF), asi mismo en nuestro trabajo
encontramos la fusién MEIS1-1TSN2 no descrita hasta el momento, que podria también ser
de ayuda en estos casos de biopsias inciertas. KCNEL (originalmente llamada Mink)
pertenece a una familia de cinco proteinas, incluida KCNE2 (originalmente llamada MiRP1),
que, como KCNE1, puede regular a KCNQ1 y otras subunidades a como hERG, dotando a
menudo de propiedades funcionales tnicas #2342, KCNQ1 es unico entre las subunidades a
del canal K + controlado por voltaje en que, por ensamblaje con KCNE2 o KCNE3, puede
formar constitutivamente canales activos de "fuga” de K + 4?9, |as subunidades del canal
de potasio KCNQ1 y KCNE2 forman un canal de K + tiroideo estimulado por la hormona
estimulante de la tiroides, constitutivamente activo, necesario para la biosintesis normal de
la hormona tiroidea “?®). Mutaciones heredadas en los genes que codifican KCNQ1, hERG,
KCNE1 y KCNE2 son todos asociado con arritmias cardiacas potencialmente mortales, que
incluyen Sindrome QT “27429) y puede tener un papel en la fibrilacion auricular “30-433),
KCNE se ha relacionado a mdltiples neoplasias como el cancer de utero, gastrico,
astroglioma, leucemia mielégena ©%); Nuria Comes y colaboradores en su investigacion
Involvement of potassium channels in the progression of cancer to a more malignant
phenotype, describen la pparticipacién de estos canales en el control del potencial de
membrana y la excitabilidad celular ademas de diferentes funciones celulares como
regulacion del volumen celular, proliferacién, migracion celular, angiogénesis asi como
apoptosis “34, detectando complejos hERG-KCNE en ambos escamosos Y lineas celulares
de cancer de endometrio “*®, asi mismo Aline Hébrant y colaboradores describen en su
trabajo de investigacion mMRNA Expression in Papillary and Anaplastic Thyroid Carcinoma:

Molecular Anatomy of a Killing Switch “®, describen la ausencia total de ARNm de TSHR
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(receptor de TSH), Tg (tiroglobulina) y TPO (tiroperoxidasa) en CTA (cancer de tiroides
anaplasico) #3437 o que se corresponde bien con la ausencia total de Tg en el suero de los
pacientes con CTAy la falta de respuesta de CTA a la TSH, una caracteristica que diferencia
a la CAT del CPT (cancer papilar de tiroides), relatan ademas dentro de otros genes, la baja
expresion de KCNQ1 como participe de la desdiferenciacion del CPT a un CTA (36 438),
datos que podrian equiparse a nuestros resultados, donde encontramos que la fusion de
KCNE1B - FP671120.4, da lugar a una transcripcion sin sentido, perdiendo la zona de
codificacién de las proteinas de ambos genes. En lo que respecta a FP671120.4, pertenece al
grupo de ARN no codificantes (nCRNA), los que se definen como transcripciones de
nucleétidos con poca o sin capacidad de codificacion de proteinas, que se han asociado con
varios tumores malignos, que su desregulacién puede conducir a cambios en la funcién de
los oncogenes o supresores de tumores, mostrando su papel en la tumorigénesis y que su
regulacién de la expresion génica puede ocurrir en diferentes pasos, en etapas epigenética,
transcripcional, postranscripcional y otras 3%, asi Anna Franca Cavaliere y colaboradores,
en su trabajo Towards Personalized Medicine: Non-Coding RNAs and Endometrial Cancer
(440) indican que la sobre expresion de FP671120.4 se comporta como un oncogén y se asocia
como un factor de mal prondstico en el cancer de endometrio “49; otra literatura donde
Hossein Tabatabaeian y colaboradores en su publicacion cientifica Non-Coding RNAs:
Uncharted Mediators of Thyroid Cancer Pathogenesis ©4?, indica que los ARN no
codificantes son moléculas emergentes con diversas capacidades para iniciar y promover el
cancer de tiroides tras la desregulacion durante el desarrollo del cancer de tiroides o la
adquisicion de resistencia terapéutica, y pueden desempefiar un papel clave en el fracaso del
tratamiento y el mal pronostico de los pacientes con esta neoplasia “4?, identificando a
SNHG3 (gen huésped 3 de ARN nucleolar pequefio), PAR5 (Regién de Prader

Willi/Angelman ARNS), CASC9 (Susceptibilidad al cancer 9); DLX6-AS1 (Homeobox 6-
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Antisentido 1), NEAT1 (Transcripcion 1 del ensamblaje de paraspeckle nuclear), UNC5B-
AS1 (Receptor B-Antisentido 1 Unc-5 Netrin), XIST (transcripcion especifica X-inactiva),
MALAT1 (Transcripcion 1 de adenocarcinoma de pulmoén asociado a metéstasis), HCP5
(complejo HLA P5), PTCSC3 (Candidato 3 de susceptibilidad al carcinoma de tiroides),
PI3K (fosfatidilinositol 4,5bisfosfato 3 quinasa), mMTOR (objetivo mecanicista de la
rapamicina quinasa), EZH2 (potenciador de Zeste Homolog 2), ADAM9 (Dominio 9 de
metalopeptidasa de ADAM), EGFR (Receptor del factor de crecimiento epidérmico), UPF1
(ARN Helicasa y ATPasa de UPF1), ER-B (receptor de estrogeno beta), SPAG9 (Antigeno 9
asociado a la permanente), BDNF (Factor neurotréfico derivado del cerebro), CDH6
(Cadherina 6), STAT3 (Transductor de sefial y activador de la transcripcion 3), ST6GAL2
(alfa-2, 6-sialiltransferasa 2), SCAI (Supresor de la invasion de células cancerosas) 42 como
molecular de ARN no codificante involucrados en el cancer tiroideo tanto de la variante
papilar, folicular y anapléasica ““?. De la revision en la literatura no se han encontrado
trabajos cientificos que investiguen a FP671120.4 con el cancer de tiroides, por lo que resulta
relevante mencionar que en nuestro trabajo la fusién encontrada de este ocasiona una
traslocacion antisentido, no codificante de proteinas, asociada a esta neoplasia. Es importante
mencionar a Valentina D y colaboradores quienes hacen una revision actualizada en su
trabajo Gene Fusions in Thyroid Cancer 4, de las fusiones de genes encontradas en los
diversos subtipos histologicos del cancer tiroideo, donde nos informan que desempefian un
papel importante tanto en la etiologia como en la patogenia del cancer y se consideran
potenciales marcadores de diagndstico y pronéstico y posibles dianas terapéuticas, el
espectro y la prevalencia de las fusiones de genes en el cancer tiroideo varia desde casos
unicos hasta el 80%, segun el tipo especifico de cancer “4¥, haciendo referencia a fusiones
de genes en el cancer papilar de tiroides (RET, NTRK3, NTRK1, ALK, BRAF, PAX8-PPARG,

THADA) @) cancer folicular de tiroides (PAX8-PPARG, CREB3L2-PPARG, DERL-
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COX6C) “43) cancer de tiroides pobremente diferenciado (CCDC6-RET, NCOA4-RET,
STRN-ALK, EML4-ALK, CCDC149-ALK, PAX8-PPARG, SCRIB-BRAF, ETV6-NTRKS,
PDCD10-RET, TFG-RET) % cancer anaplasico de tiroides (NCOA4-RET, STRN-ALK,
NUT-BRD4, KIAA1549-BRAF) “43) y el cancer medular de tiroides (MYH13-RET, EML4-
ALK, GFPT1-ALK) ©43) Como se evidencia no se han descrito las tres fusiones que hemos
encontrado en nuestro estudio, analizando a las mismas, conllevan la participacion de genes
implicados en la patogenia del cancer tiroideo, por lo que son de relevancia para futuras

investigaciones de la biologia molecular del cancer de tiroides.

Enel Tabla 12 y Figuras 20-25, se evidencian esquematicamente la ubicacién cromosémica
de las mutaciones puntuales BRAF encontradas en la poblacion de pacientes de nuestro

estudio portadores de cancer diferenciado de tiroides.

Se encontraron 6 mutaciones SNV (variante de un solo nucleétido) de BRAF tomando como
referencia la base de datos del ensamblaje del genoma humano GRCh38.p7 (version 7 del
Consorcio de investigacion del genoma humano 38) “44, que a continuacion se menciona:
SNV C>T, G del Cromosoma 7:140924572 en el exon 1, la cual ya fue descrita en la literatura
(449 las restantes de novo no encontradas en la literatura como SNV T>A cromosoma7:
140850164 en el exén 2, SNV T>A cromosoma 7: 140800452 en el exdn 7, SNV T>A, C, G
cromosoma 7: 140794401 en el exdn 8, SNV A>T cromosoma 7: 140777028 en el exén 14
y SNV A>T cromosoma 7: 140754195 en el exdn 15; no se logro identificar las ubicaciones
de la mutacion BRAFY®%E (cromosoma 7: 140753335-140753336) “49). Como ya se habia
mencionado, el hotspot mutacional mas comun en BRAF es T1799A en el exdn 15, lo que
confiere un glutamato a la valina como sustitucion en el aminoacido 600 (V600E) en la
proteina BRAF. BRAFV%E gs [a alteracion genética mas comin en CPT, presenta una alta

prevalencia en el CPT clasico y la variante de células altas, aunque generalmente es raro en
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la variante folicular ®*¥, y su localizacién gendmica segln la base de datos del GRCh38 se
encuentra en el cromosoma 7: 140753335-140753336 “49); |a presencia de BRAFY6%E ha
demostrado una mayor agresividad y peor pronostico en el cancer de tiroides “4”, siendo uno
de los mecanismos la activacion de genes posteriores de la via MAPK, lo que puede conducir
a una ligera regulacion a la baja del simportador de yoduro de sodio (NIS), lo que provoca
una localizacion inexacta de NIS en la membrana celular “48 449 o que conduce a una
disminucion en la capacidad de las células tumorales para captar yodo “5% 451 por lo que
durante la terapia adyuvante con 1-131 que se basa en la captacion de yodo radiactivo por las
células tumorales, la presencia de BRAF ¢ puede conducir a una disminucion en el efecto
terapéutico, lo que resulta en un mal prondstico “5?; en relacion a nuestros hallazgos,
correlaciona el no haber encontrado las mutaciones de BRAF agresivas con los estadios
iniciales | y 11 de los pacientes de nuestra investigacion (estadios de enfermedad localizada),
y que seria importante medir el impacto clinico de las mutaciones de novo en el seguimiento

de la evolucion de esta enfermedad oncolégica.

En la Tabla 13 (parte 1-3) y Figuras 26-37, se muestran esquematicamente la ubicacion
cromosomica de las mutaciones puntuales TERT encontradas comunes en los 11 pacientes

de la poblacion de pacientes de nuestro estudio portadores de cancer diferenciado de tiroides.

Se encontraron 21 mutaciones SNV (variante de un solo nucleétido) de TERT tomando como
referencia la base de datos del ensamblaje del genoma humano GRCh38.p13 (versién 13 del
Consorcio de investigacion del genoma humano 38) “*4), que a continuacion se menciona:
SNV T>C del cromosoma 5:1293763 en el exén 2 @), SNV T>C del cromosoma 5:
1272217 en el ex6n 7 “* y SNV G>A del cromosoma 5:1255405 en el exon 13 @9, |as
cuales ya fueron descritas en la literatura, las restantes de novo no encontradas en la literatura

como SNV C>G del cromosoma 5: 1293765 en el exén 2, SNV C>G del cromosoma 5:
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1293766 en el exdn 2, SNV C>A del cromosoma 5: 1293910 en el exén 2, SNV A>G del
cromosoma 5: 1293913 en el exon 2, SNV C>A del cromosoma 5: 1293914 en el exdn
2, SNV G>T del cromosoma 5: 1294136 en el exdén 2, SNV A>C del cromosoma 5:
1294238 en el exén 2, SNV A>C del cromosoma 5: 1294313 en el exdn 2, SNV T>G del
cromosoma 5: 1294315 en el exon 2, SNV C>T del cromosoma 5: 1294430 en el exon 2,
SNV G>A del cromosoma 5: 1294479 en el exdn 2, SNV T>C del cromosoma: 5:1280318
en el exon 4, SNV T>A del cromosoma 5: 1278733 en el exén 6, SNV G>T del cromosoma
5: 1272218 en el exdn 7, SNV T>C del cromosoma 5: 1272221 en el exén 7, SNV T>C del
cromosoma 5: 1264568 en el exdn 11, SNV A>C del cromosoma 5: 1264493 en el exén 11
y SNV A>G del cromosoma 5: 1264446 en el exén 11. En nuestro estudio no se encontraron
las mutaciones 1295228 C>T y 1295250 C>T (denominadas C228T y C250T
respectivamente), correspondientes a -124 C>T y -146 C>T del sitio de inicio de la traduccion
en el promotor de la transcriptasa inversa de telomerasa (TERT) “°6: 457 Jas cuales son las
mas estudiadas en el cancer de tiroides y estan relacionadas a la agresividad y prondstico de
la enfermedad ©“%% 459 esto hallazgos podrian estar en relacion a las variantes
histopatoldgicas bien diferenciadas y de reciente diagnéstico de la poblacion de nuestro
trabajo, aun asi, seria de mucho valor el seguimiento clinico cercano para el impacto de las
mutaciones de novo encontradas en la respuesta al tratamiento y evolucién de nuestros

pacientes.

Finalmente, el conocimiento del conjunto de genes del cancer de tiroides y su correlacion
con subgrupos clinicos de pacientes portadores de CDT, nos brindan informacion sobre la
tumorigénesis del cancer de tiroides y abren vias para desarrollar biomarcadores de
prondstico y terapias dirigidas a genes impulsores en el cancer de tiroides, evidencia ya

demostrada en multiples publicaciones “60-463),
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CONCLUSIONES

Primera. Las muestras del céancer diferenciado de tiroides analizadas comparten
caracteristicas epidemioldgicas, clinicas, sonogréficas e histopatoldgicas propias de esta

patologia.

Segunda.  La expresion génica de las biopsias analizadas muestra un perfil de expresion

estandar descrito por la literatura cientifica para este tipo de cancer.

Tercera. Se han encotrado 5 nuevas mutaciones en el gen BRAF: SNV T>A cromosoma
7:140850164 exon 2, SNV T>A cromosoma 7:140800452 exén 7, SNV T>A, C, G
cromosoma 7:140794401 exdn 8, SNV A>T cromosoma 7:140777028 exon 14 y SNV A>T

cromosoma 7:140754195 exon 15.

Cuarta.  Se hanencontrado 18 nuevas mutaciones en el gen TERT: SNV C>G cromosoma
5:1293765 exon 2, SNV C>G cromosoma 5:1293766 exon 2, SNV C>A cromosoma
5:1293910 exon 2, SNV A>G cromosoma 5:1293913 exon 2, SNV C>A cromosoma
5:1293914 exdn 2, SNV G>T cromosoma 5:1294136 exén 2, SNV A>C cromosoma
5:1294238 exon 2, SNV A>C cromosoma 5:1294313 exdn 2, SNV T>G cromosoma
5:1294315 exon 2, SNV C>T cromosoma 5:1294430 exén 2, SNV G>A cromosoma
5:1294479 exon 2, SNV T>C cromosoma 5:1280318 exdn 4, SNV T>A cromosoma 5:
1278733 ex6n 6, SNV G>T cromosoma 5:1272218 exdn 7, SNV T>C cromosoma
5: 1272221 exon 7, SNV T>C cromosoma 5:1264568 exon 11, SNV A>C cromosoma 5:

1264493 exdn 11 y SNV A>G cromosoma 5:1264446 exdn 11.
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Quinta. La busqueda de proteinas de fusion se hizo con el software “Arriba (version
1.2.0)”, encontrandose 3 tipos: TDG-TMEM132B, MEIS1-ITSN2, KCNE1B-FP671120.4,

que por primera vez son descritas en esta tesis.
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RECOMENDACIONES

1) Se deberia permitir la accesibilidad al uso de técnicas de RNA-Seq en el sistema sanitario
de nuestro pais y utilizar el perfil de expresion génica durante la evaluacion inicial y
seguimiento del cancer diferenciado de tiroides para estimar el prondstico y respuesta al
tratamiento precozmente, tal como ya se viene realizando en otros paises a nivel mundial,

en el manejo de pacientes portadores de esta neoplasia en nuestra poblacién de Arequipa.

2) Se deberia hacer investigacion cientifica para el estudio gendmico en blsqueda de
mutaciones en el ADN de multiples neoplasias con técnicas de RNA-Seq para la pesquisa
de targets terapéuticos y prondsticos, segun los hallazgos de perfil de expresion génica

autoctono de cada poblacion, para un tratamiento individualizado del cancer.

3) Las nuevas mutaciones encontradas asi como las proteinas de fusion deben de ser
estudiadas y analizadas desde un punto de vista funcional y encontrar su relacion
funcional con el cancer y presentarlas como candidatos de target para diagnosticos y

blancos de nuevas terapias.
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PROPUESTA

1) Se deberia de proponer y poner en marcha un convenio de prestaciones mutuas entre
la Universidad Catolica de Santa Maria, Ministerio de Salud, EsSalud, Fuerzas
armadas e instituciones privadas de Arequipa que involucre a todas las instituciones
que manejen neoplasias, para la realizacion de investigacion cientifica y aplicacion de
las técnicas de RNA-Seq por el laboratorio de biologia molecular de nuestra
Universidad, para pesquisa del perfil de expresion génica, para lograr la accesibilidad
a nuestros pacientes oncoldgicos en pro de un manejo adecuado, dirigido, precoz y

eficiente de esta enfermedad.
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Anexo 1: Ficha de Recoleccién de Datos

1.- Presencia de células cancerigenas del cancer diferenciado de tiroides
Si( ) No()
2.- Secuenciacion RNA-Seq:

2.1.- Grado de expresion de proteinas mutadas:

Nombre proteina Alta expresion
Moderada
expresion

Baja expresion

2.2.- Tipo de mutacién cromosémica:

Deleccion
Duplicaion
Inversion
Translocacion

Cédigo de mutacion

3.- Resultado histopatolégico:
3.1.- Variante histopatolégica
3.2. Estadiaje histopatologico:

Cancer diferenciado de Tiroides:

< 55| Cualquier T | Cualquier N | MO | Estadio |
afios | Cualquier T | Cualquier N | M1 | Estadio Il
>=55|T1 NO / NX MO | Estadio |
afios | T1 N1 MO | Estadio Il
T2 NO / NX MO | Estadio |
T2 N1 MO | Estadio Il
T3a/T3b Cualquier N | MO | Estadio Il
T4a Cualquier N | MO | Estadio Il
T4b Cualquier N | MO | Estadio IVA
Cualquier T | Cualquier N | M1 | Estadio IVB

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




	DISCUSIÓN Y COMENTARIOS
	CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
	PROPUESTA
	REFERENCIA



