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ABREVIATURAS

AGES: Edad, Extension, y Tamafio del tumor

BMN: Bocio multinodular

CD 26/DPPIV: Dipeptidilpeptidasa IV

CD44Ve6: Glicoproteina de la familia de moléculas de adhesién de los
receptores del acido hialurénico

CFMI: Carcinoma folicular minimamente invasivo

CRD: Dominio de reconocimiento de carbohidratos

CK 19: Citoqueratina 19

EORTC: Organizaciéon Europea para la Investigacion y Tratamiento del
Cancer

HBME-1: Anticuerpo contra las microvellosidades de superficie de las
células mesoteliales

HE: Hematoxilina-eosina

IHQ: Inmunohistoquimica

MACIS: Metastasis, Edad, Reseccion, Invasion y Tamano del tumor

MEN: Neoplasia endocrina multiple

NTCTCS: Asociacion Nacional para el Estudio y Tratamiento del Cancer
Tiroideo

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PAAF: Puncién aspiracion con aguja fina

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

RNM: Resonancia nuclear magnética

RT-PCR: Transcripcion inversa asociada a la reaccién en cadena de la
polimerasa

TAC: Tomografia axial computerizada

TNM: Clasificacion en categorias del tumor, ganglios linfaticos regionales
y metastasis a distancia

TPO: Peroxidasa tiroidea
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Introducciéon

1.- PATOLOGIA TIROIDEA

La patologia de la glandula tiroides constituye un problema de salud
muy frecuente, pues aproximadamente el 11% de la poblacidén general
presenta algiin tipo de alteracion, ya sea neoplasica, inflamatoria o en
relacion con su funcién endocrina'. Las manifestaciones clinicas van a
depender de la alteracion en la produccion hormonal y de los cambios
en el tamafio de la glandula, que puede ser difuso o focal. El término
“nddulo tiroideo” implica un aumento del tamafio o de la consistencia
de una parte de la glandula, y puede ser la expresion de multiples

patologias.

1.1.-NODULO TIROIDEO

1.1.1- Epidemiologia

Los nodulos tiroideos son un problema clinico comun y constituyen la
alteracion tiroidea mas frecuente. Se detectan por palpacion en el 4-7% de
la poblacion general, y su incidencia en estudios ecograficos rutinarios y en
necropsias alcanza el 60%, debido al descubrimiento de nodulos menores
de 1 cm que no se aprecian en la exploracién clinica®’. La mayoria son
benignos, correspondiendo a carcinomas aproximadamente el 10% del total
de los nédulos, aunque los rangos de malignidad pueden variar segin las

series entre el 5% y el 20%"°.

Pueden aparecer a cualquier edad, aunque la mayor incidencia se sitlia

entre los 40-60 afios, con una distribucion por sexos de 5-6:1 con
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Introducciéon

predominio del sexo femenino. En los grandes estudios de poblacion, como
el de Framingham (Estados Unidos), en el que se examinaron 5.127
personas, el 6.4% de las mujeres y el 1.6% de los varones presentaban por

., , .. 7
palpacion un nodulo tiroideo .

1.1.2- Etiopatogenia

Los nddulos tiroideos se observan mdas frecuentemente en personas que
viven en areas geograficas deficientes de yodo, siendo en estas zonas mas
frecuentes los carcinomas foliculares, que representan mas del 50% de los
carcinomas diferenciados, mientras que en areas no bocidgenas no supera
el 10%. En Europa, después de los programas que se realizaron de
yodacion de la sal se produjo una disminucion de la incidencia del
carcinoma folicular, por lo que se ha sefialado el déficit de yodo como un

factor etiopatogénico para este tipo de neoplasias®”’.

La relacion entre exposicion a la radiacion y el cancer de tiroides estd
demostrada desde que en 1950 Duffy y Fitgerald'® apreciaron en nifios con
carcinoma tiroideo con frecuencia antecedentes de radiacion terapeutica
por hipertrofia adenoamigdalar o hipertrofia timica, correspondiendo la
mayoria de ellos a carcinomas papilares. El riesgo de sufrir un carcinoma
tiroideo tras la exposicidon a radiacidon estd en relacion inversa con la edad,
de forma que cuanto mas temprana es la edad de exposicion mayor es el
riesgo. El riesgo méximo de aparicion de estos carcinomas radioinducidos
esta entre los 10-20 afos tras la exposicion, y de manera caracteristica
presentan mayor tasa de multicentricidad y mayor agresividad'"'?.

Esta mayor susceptibilidad de la glandula en los nifios se puso de

manifiesto tras el accidente nuclear de Chernobyl en abril de 1986''*.
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Introducciéon

Otro factor implicado en la génesis del carcinoma tiroideo es la herencia.
Es bien conocido que el 20% de los carcinomas medulares son familiares,
siendo la mutacion del protooncogén RET , localizado en el cromosoma 10
el responsable de esta lesion. La mayor parte se asocian al sindrome MEN
(Neoplasia Endocrina Multiple). Ultimamente se han acumulado mas datos
que sugieren un origen genético de algunas otras neoplasias tiroideas,
encontrandose implicados varios genes. Por un lado, los oncogenes con
actividad tirosina-quinasa, que estdn relacionados de forma especifica con
el carcinoma papilar (reordenamientos del protooncogén RET y el TRK)
que se encuentra activado en aproximadamente el 20% de estos
carcinomas". La familia de oncogenes RAS (N-RAS, H-RAS y K-RAS)
presentan mutaciones principalmente en los adenomas y carcinomas
foliculares'®. Otras alteraciones encontradas son ciertas mutaciones o
delecciones completas del gen p21, delecciones en el gen del
retinoblastoma (aparece hasta en el 55% de los tumores malignos tiroideos,
pero no en los benignos) y mutaciones del gen p53, que se encuentran con

: : s 17,18
una frecuencia de hasta el 70% en los carcinomas anapléasicos .

1.1.3.- Histologia

Histologicamente los nodulos pueden corresponder a formaciones
hiperplasicas mas o menos delimitadas por las fascias conjuntivas, o bien a
verdaderos nddulos tumorales con presencia de una cépsula completa.
Estos pueden ser tumores benignos (adenomas) o neoplasias malignas. Los
estudios histologicos sobre piezas quirurgicas tiroideas extirpadas muestran
que aproximadamente el 50% corresponden a neoplasias'’, de las que

solamente el 10% son carcinomas’.
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Introducciéon

La clasificacion histoldgica de los tumores tiroideos segiin la Organizacion
Mundial para la Salud (OMS)***'se expone en la tabla 1. Los tumores
epiteliales de la glandula tiroides suponen mas del 95% del total de las
neoplasias malignas. El mdas frecuente es el carcinoma papilar, que
representa el 70-80% del total de los tumores tiroideos™. Su diagnostico
histolégico se basa en caracteristicas estructurales asi como cambios
nucleares tipicos (nucleo grande y opticamente vacio, nucleolo pequefio,
hendiduras nucleares y pseudoinclusiones), algunos de los cuales se pueden

observar en preparaciones citoldgicas’.

Los carcinomas foliculares suponen el 10-20% del total de los tumores
malignos tiroideos siendo el criterio de malignidad la existencia de
invasion de la capsula o de los vasos sanguineos,”** lo que impide su
diagnodstico mediante el estudio de muestras citologicas obtenidas mediante

PAAF.

Los carcinomas medulares representan menos del 10% del total de las
neoplasias tiroideas, siendo familiar su presentacion en aproximadamente

un 20% de los casos.
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Introducciéon

TUMORES EPITELIALES

Benignos Adenoma folicular
Otras variantes: adenoma toxico, atipico, trabecular
hialinizante y de células de Hiirthle

Malignos Carcinoma folicular: minimamente invasivo y

extensamente invasivo

Carcinoma de células de Hiirthle

Carcinoma papilar: variante folicular, de células altas,
esclerosante difusa, otras

Carcinoma pobremente diferenciado (incluye
carcinoma insular)

Carcinoma medular

Carcinoma indiferenciado (anaplasico)

Otros

TUMORES NO EPITELIALES

Linfomas
Sarcomas

Hemangiopericitomas

Tabla 1: Clasificacion histologica de los tumores tiroideos (OMS)

17




Introducciéon

1.1.4.- Clinica

La forma mas habitual de presentacion de un nddulo tiroideo es una
tumoracion en la region anterior del cuello, asintomatica, que descubre el
médico o el propio paciente. Pueden referir esporadicamente sensacion de
opresion en el cuello o dolor, que suelen ir asociados a la presencia de una
hemorragia dentro del ndédulo. Los pacientes con nodulos tiroideos suelen
tener niveles hormonales normales, y solo el 1% de ellos presentan clinica
de hipotiroidismo o tirotoxicosis.” Son signos que sugieren malignidad en
un nddulo tiroideo el crecimiento rapido, la consistencia dura del nédulo, y
la existencia de signos de invasion de estructuras vecinas como disfonia,
disfagia o disnea, bien por compresion o infiltracion traqueoesofagica, o

por afectacion del nervio recurrente.

En ocasiones debutan con la aparicion de una metéstasis ganglionar
cervical en un paciente con una glandula clinicamente normal, pero que
contiene un carcinoma oculto de tamafio inferior a 0.5 cm”. Estos casos
suelen corresponder a carcinomas papilares. Las metastasis ganglionares
son clinicamente evidentes en el 30-60% de los carcinomas papilares,
mientras que solo las presentan entre el 5-20% de los carcinomas

27,28 , . ) ) .
“®. Las metastasis a distancia son mas frecuentes en los

foliculares
carcinomas foliculares, estando presentes en el momento del diagnostico en
el 5-33% de los pacientes, fundamentalmente en pulmén y hueso’. No
obstante, en la mayoria de las ocasiones los tumores malignos del tiroides
no presentan ningin signo de malignidad en el momento de la cirugia,

salvo la presencia del nodulo.
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1.1.5.- Diagnostico

1.1.5.1.- Técnicas de imagen

La ecografia es la prueba de imagen que se utiliza de manera mas
generalizada en la evaluacion de los nodulos tiroideos. Una ecografia de
alta resolucion puede descubrir nodulos sélidos de 3 a 4 mm y nddulos
quisticos de 2 mm de didmetro. Es una prueba segura, econdmica, no
invasiva e inocua. Existen una serie de caracteristicas ecograficas que
sugieren malignidad como son la ausencia del signo del halo, quiste sélido
o hipoecogénico, ecoestructura heterogénea, borde irregular, presencia de
calcificaciones finas y extension extraglandular. La TAC y la RNM no
suelen utilizarse de manera rutinaria, reservandose habitualmente para

estudios de extension.

Las exploraciones gammagraficas del tiroides nos informan de la existencia
o no de captacion por parte del nodulo tiroideo. En la actualidad se pueden

realizar con I1'*!

o con Tc”. Aproximadamente el 80-85% de los nodulos
tiroideos se comportan como frios en la gammagrafia y de ellos solo el
10-15% se demuestra que son malignos. Por el contrario, sélo el 5% es

gammagraficamente caliente, con un riesgo de neoplasia maligna menor

del 1%.
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1.1.5.2.- Puncion aspiracion con aguja fina (PAAF)

Las primeras referencias a la citologia por puncion con aguja fina del
tiroides se encuentran en el articulo de Martin y Ellis®® publicado en 1930,
siendo una técnica generalizada por la American Thyroid Association en la
década de 1980. En la actualidad es la herramienta diagnostica fundamental
en el diagnostico diferencial del nodulo tiroideo, pues nos permite
establecer un diagnostico a través del analisis citoldgico de la muestra. Su
objetivo principal seria predecir cuando un nddulo tiroideo es maligno,
mediante la presencia de células con caracteristicas de malignidad. En
centros con experiencia, se han alcanzado cifras de sensibilidad de 65-93%,

con una especificidad de 72-96% para el diagnéstico de malignidad®'~***>.

Es una técnica sencilla, barata y poco traumatica. Las complicaciones son
poco importantes e infrecuentes, siendo las mas habituales dolor,

hematoma y tumefaccion transitoria de la glandula.

Los informes citologicos estan estandarizados; en el afo 1996 la
Papanicolaou Society publico las directrices actuales, siendo cuatro las
categorias de PAAF %%

e Maligna: representa el 3-5% del total de las PAAF. Se atribuye a
aquellos nodulos que tienen caracteristicas citologicas inequivocas y
tipicas de una neoplasia maligna.

e Benigna: son las mas frecuentes, y suponen entre el 60-75% de las
punciones. En el 90% de los casos corresponden al nddulo
hiperplasico y al bocio nodular y en el otro 10% a lesiones

inflamatorias cronicas (tiroiditis de Hashimoto, tiroiditis linfocitica

aguda y tiroiditis De Quervain).
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e No diagndstica: las muestras “insuficientes” o “no diagnosticas” se
deben a la ausencia de componentes celulares en el aspirado, y
representan el 7-29% del total. Una extension adecuada requiere seis
o mas grupos de células foliculares, de modo que cada grupo
contenga un minimo de 10 células. Cuando se obtiene este resultado
esta indicada la repeticion de la puncion, que puede realizarse con
control ecografico para mejorar el rendimiento.

e Sospechosa: suponen el 7-30% de la totalidad de las punciones. La
identificacion de lesiones como “sospechosas” en la PAAF se debe a
la imposibilidad de detectar de manera inequivoca los rasgos
citologicos de neoplasia benigna o maligna. La causa mas frecuente
es la incapacidad de diferenciar un adenoma folicular de un
carcinoma folicular debido a que el diagnostico de este esta definido
por la presencia de invasion capsular y vascular de la neoplasia, lo
que requiere la extirpacion quirurgica de la lesion para su estudio
histopatoldégico, y la demostracién de la invasion. Son frecuentes
también estos resultados en las neoplasias de células de Hiirthle, la
variante folicular de carcinoma papilar, el carcinoma papilar de bajo
grado, el adenoma trabecular hialinizante, la tiroiditis de Hashimoto
con metaplasia y el bocio adenomatoso con predominio de

estructuras microfoliculares.

Aunque la PAAF ha mejorado el manejo clinico del nodulo tiroideo, tiene
alun importantes limitaciones, por lo que se ha intentado incrementar su
rendimiento mediante la aplicacion de nuevas técnicas, destacando entre

ellas el estudio de marcadores moleculares de malignidad.
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1.1.5.3.- Marcadores tumorales

En los ultimos afos, al igual que en otras patologias, en el estudio del
nddulo tiroideo se ha introducido el uso de los marcadores tumorales con el
objetivo de mejorar el rendimiento diagndstico. Con esta finalidad se ha
estudiado la expresion selectiva de ciertas proteinas en tumores malignos
mediante técnicas de inmunohistoquimica, asi como los RNAm de dichas
proteinas mediante técnicas de trascripcion inversa asociada a la reaccion

de la cadena de la polimerasa (RT-PCR).

Se han realizado estudios con varias moléculas, y aunque varios de estos
marcadores estan asociados con el cancer de tiroides, la mayoria no
demuestran utilidad en el estudio clinico de los noédulos tiroideos. Algunos
de los marcadores estudiados para distinguir lesiones benignas y malignas
tiroideas incluyen la Telomerasa, la CK 19, fibronectina-1, HBME-1
(marcador de células mesoteliales), oncofetal-fibronectin, CD26, TPO,
CD44v6, proteina del gen del retinoblastoma (pRb), galectina-1 y

- 36,37,38,39,40,41,42,43
galectina-3 :

1.1.6.- Tratamiento

El objetivo principal de la evaluacion de los nodulos tiroideos es identificar
aquellos que potencialmente puedan ser malignos, para optimizar la
seleccion de los pacientes remitidos al cirujano. Los nddulos tiroideos
benignos son susceptibles de una actitud conservadora, recomendandose la
observacion y el seguimiento del paciente, mientras que en los nodulos
malignos estd indicada de manera clara la reseccion quirdrgica, aunque

. . y . s 44,45
existen controversias en cuanto a la extension de la cirugia™ ™.
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Los pacientes que presentan un mayor problema son aquellos cuyo estudio
citolégico es informado como ““sospechoso de malignidad”, ya que la duda
diagnodstica condiciona en la practica la indicacion quirargica, lo que
supone un elevado coste personal, econdmico y social, especialmente si
tenemos en cuenta que so0lo en aproximadamente el 10% de las
intervenciones se termina confirmando una lesién maligna**®*’. Ademas,
la tiroidectomia puede presentar complicaciones entre el 0.2 y el 6.9% de
los casos, dependiendo de la extension de la reseccion y de la experiencia

del equipo quirtrgico®.

1.1.7.- Pronostico

En general, las neoplasias tiroideas son tumores de buen pronostico. Han
sido creados multiples indices pronosticos para el cancer tiroideo realizados
por diferentes instituciones (EORTC49, AGES™, MACIS®', TNM>?,
NTCTCS™) incluyendo todos similares variables. Es aceptado en general,
que la edad del paciente, el sexo, el tipo histologico, el tamafio y la
extension del tumor, las metéstasis y el tratamiento realizado son los

L. r e 54
factores que mas influyen en el prondstico™ .

La supervivencia a 10 afios, que presenta pocas diferencias en la mayoria
de las publicaciones es superior al 85% para los carcinomas diferenciados
(92-98% para los carcinomas papilares y 85-92% para los carcinomas
foliculares), y se encuentra entre el 62-80% para el carcinoma medular. Por
el contrario, el carcinoma anaplasico es un tumor muy agresivo con una

: : . : - 55,56,57
supervivencia que en la mayoria de las series estd proxima al 0%.”>">"",
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2.-GALECTINA-3

2.1.- DESCRIPCION

Las galectinas son proteinas solubles con afinidad por carbohidratos f-
galactosidos. Pueden encontrarse en tejidos de varias especies animales,
desde invertebrados inferiores hasta mamiferos, incluyendo a humanos’®.
Hasta la fecha han sido identificados 14 miembros de la familia de las
galectinas™. Los miembros de la familia de las galectinas se identifican por
su afinidad por las betagalactosidasas y porque presentan secuencias de
aminodcidos significativamente similares en el sitio de fijacion de los

carbohidratos.

Una de las proteinas pertenecientes a esta familia es la galectina-3, llamada
también CBP-35 (proteina ligante de carbohidratos 35), Mac-2, IgEBP
(Proteina ligante de Ig E), CBP-30, RL-29, L-29, L-31, L-34 y LBL. La
galectina-3 es una proteina no glicosilada, soluble, monomérica y con un
peso molecular variable dependiendo de la especie entre 26.200 y 30.300
kDa. Esta proteina se sintetiza en el citoplasma y habitualmente se localiza
en este compartimento celular, aunque también ha sido detectada en el

, i ;o 60, 61,62
nucleo, en la superficie celular y en el liquido extracelular™ ™

. El gen
que codifica la galectina-3 se denomina LGALS3 y se localiza en el
cromosoma 14 (14921-g22). Estd compuesto por seis exones y cinco

intrones y ocupa 17 kb en el genoma humano®.
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La molécula contiene tres dominios proteicos®:

» El dominio amino terminal (dominio N) compuesto por 20 residuos
de aminoécidos.

* Un dominio compuesto de diez aminodcidos repetidos, ricos en
prolina, glicina y tironina, con un residuo aromatico conservado,
denominado dominio R.

* El dominio carboxi terminal (dominio C), de reconocimiento de
carbohidratos (CRD), que estd compuesto de 135 residuos

aminoacidos; es la zona que define la molécula como una galectina.

Una caracteristica particular de esta proteina es que carece de dominio
transmembranal, por lo que necesita la presencia de glicoproteinas de

superficie para interaccionar con la célula.

La galectina-3 es expresada en condiciones normales en monocitos,
eosindfilos y macrofagos, asi como por una gran variedad de células
epiteliales de diversos 6rganos de la economia (colon, mama, estobmago,
cerebro, ovario, higado y rifion humano)®°*%’. En condiciones patologicas
esta suprarregulada y se expresa en linfomas, células T infectadas por
HTLV-1, carcinoma de mama, carcinoma de colon, hepatocarcinoma,

. .. 68,69,70
melanoma y carcinoma tiroideo :

Varios trabajos han sefialado su participacion en diversos procesos
biologicos como la embriogénesis, adhesion y proliferacion celular,
apoptosis, procesamiento de ARNm y modulacion de la respuesta
inmune’"”?. Ademas, las galectinas se relacionan con diversos procesos
patologicos, incluyendo enfermedades autoinmunes, reacciones alérgicas,
inflamacion, aterosclerosis, complicaciones diabéticas y progresion

73
tumoral .
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2.2.- APLICACIONES

En los ultimos afios se ha hecho evidente la crucial importancia de las
interacciones entre las células tumorales y las glicoproteinas durante la
progresion tumoral, sugiriendo un papel clave para estas moléculas’. Las
glicoproteinas estan presentes tanto en la superficie de todas las células
como en la matriz extracelular, encontrandose a menudo alterada su
biosintesis durante la diferenciacion celular y la transformacion

L 75,76,77
maligna’ :

Algunos de estos cambios pueden ser detectados por
proteinas ligantes de carbohidratos como la galectina-3, que presentan
afinidad por oligosacaridos especificos’”. Se ha prestado una atencion
particular al papel que podrian desempenar en la adquisicion por parte de
las células transformadas de las propiedades de invasividad y capacidad
metastatizante. Existen evidencias que sefialan que la galectina-3 juega un

papel importante en la transformacion maligna y en la adquisicion de

capacidades metastésicas en ciertas células y tejidos.

Los primeros estudios que se refieren a la expresion de galectina-3 en
tumores aparecieron en los afios 80 en relacion con el cancer de mama®.
Posteriormente se demostrd un incremento de la expresion de esta proteina
en carcinomas de colon (comparandolos con adenomas o con tejido

81,82

4 I4 r b ,83, b
adyacente normal)” ~™°, asi como en canceres gastricos”, carcinoma

4 - 85 -
hepatocelular®, carcinomas escamosos de cabeza y cuello™ y carcinomas

. 86,87,88,89
tiroideos’ 7",

La alta expresion de galectina-3 en células tumorales se ha confirmado de
forma indirecta al constatarse que los niveles circulantes en suero de esta

proteina son mas elevados en pacientes con cancer que en los controles
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normales, y aun mas alto en pacientes con enfermedad metéstisica en
canceres de mama, gastrointestinal, pulmon , ovario, melanoma y linfoma

no Hodking™.

2.3.- APLICACION EN EL DIAGNOSTICO DEL NODULO TIROIDEO

Como hemos comentado previamente, el problema fundamental que se
plantea en la clinica ante la presencia de un nodulo tiroideo es saber si
corresponde a una lesion benigna o maligna, ya que ello tiene importantes
implicaciones terapetticas. No existe en el momento actual ninguna prueba
que nos permita determinar en todos los casos de manera fiable y
previamente a la intervencién la naturaleza benigna o maligna de un
nodulo, siendo en muchas ocasiones necesaria la realizacion de una
tiroidectomia y su posterior estudio histopatologico para el diagndstico

definitivo.

La PAAF es en la actualidad la herramienta mas ttil para el diagnostico
preoperatorio, obteniendo un diagnostico correcto en cerca del 90% de los
carcinomas indiferenciados y en casi el 80% de los carcinomas papilares”".
Sin embargo, presenta limitaciones importantes, pues el 10-30% del total
de los aspirados obtenidos muestran una citologia folicular, lo que no
permite un diagnostico definitivo de malignidad, ya que la identificacion
correcta de algunas lesiones (ndédulos adenomatosos hiperplasicos,
carcinoma folicular bien diferenciado, carcinoma folicular minimamente
invasivo y variante folicular del carcinoma papilar) es dificil, incluso para
los patdlogos con mas experiencia en PAAF®>. Por este motivo, Rosai
propuso el concepto de neoplasia de comportamiento maligno incierto o

indeterminado  recomendado posteriormente por otros autores para
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aquellas lesiones en las que no es posible hacer un diagnostico seguro de
benignidad o malignidad™. Las controversias respecto a la definicion de
estos nodulos estan claramente delimitadas en la guia publicada
recientemente por la Americam Thyroid Association®. Las “lesiones
indeterminadas” son descritas como aquellas que “tienen evidencia
citologica que puede ser compatible con malignidad pero que no es

diagnostica”.

Incluso el diagnostico histologico de las piezas quirargicas de algunas
lesiones tiroideas puede entrafar dificultades para los patélogos. Saxen et
al” estudiaron la reproductibilidad de la clasificacion OMS en carcinomas
tiroideos. Encontraron que todos los observadores estaban de acuerdo en el
diagndstico de solo el 58% de los casos revisados, y que la discordancia era
menor para los carcinomas papilares (7%) que para los foliculares (27%).
Mas recientemente, en una revision de 41 carcinomas foliculares por cinco
patologos con experiencia en tiroides, el acuerdo para malignidad vari6 del
5% entre los cinco patdlogos al 56% cuando eran dos los observadores™.
Esto es debido a que son necesarios criterios especificos para el diagnostico
de carcinoma folicular, particularmente la demostracion de manera
inequivoca de invasion capsular y vascular, por lo que las lesiones
malignas foliculares bien diferenciadas pueden ser dificiles de distinguir de
los adenomas. Esto subraya la necesidad de disponer de marcadores
adicionales al estudio morfologico para el diagnostico de las lesiones

tiroideas.
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Una de las moléculas que mas interés ha suscitado en la tltima década
como marcador tumoral en la patologia del tiroides es la galectina-3.
Varios estudios demostraron su expresion en células tiroideas malignas

tanto a nivel d¢ ARNm como de proteina » °"**%

. Los primeros analisis se
realizaron en muestras histoldgicas y posteriormente en material citologico

obtenido por PAAF.

El primer trabajo publicado del que tenemos referencias sobre la utilidad de
la galectina-3 aplicada al diagndstico diferencial de las neoplasias tiroideas
mediante técnicas inmunohistoquimicas fué realizado por Xu et al en 1995.
Estudio 41 muestras histologicas procedentes de piezas quirurgicas que
incluia BMN, adenomas, carcinomas papilares, carcinomas foliculares y
carcinomas anaplasicos. Todas las muestras de tumores malignos de origen
epitelial presentaron tinciones inmunohistoquimicas positivas para la
galectina-3, mientras que no se detectd en neoplasias benignas ni en tejido

tiroideo normal.

Un paso mas en la aplicacién de la galectina-3 al estudio de la patologia
tiroidea lo dieron Orlandi et al , quienes en 1998 aplicaron esta técnica a las
muestras citologicas obtenidas mediante PAAF, encontrando que podian
distinguir la mayoria de las lesiones tiroideas benignas y malignas. En el
mayor estudio publicado hasta la fecha, (internacional y multicéntrico),
coordinado por Bartolazzi et al'”, se estudiaron 1009 casos con lesiones
tiroideas; 783 retrospectivamente (618 muestras histologicas y 165 bloques
celulares) y 226 muestras citologicas de manera prospectiva que fueron
obtenidas por PAAF de nddulos tiroideos en pacientes candidatos a cirugia
y realizadas con control ecografico. Sefialaron que la especificidad y
sensibilidad de la inmunodeteccion de galectina-3 en distinguir lesiones

tiroideas benignas y malignas era del 98% y 99% respectivamente. El valor

29



Introducciéon

predictivo positivo y la exactitud diagndstica fueron del 92% y 99%
respectivamente. Con posterioridad, otros autores han sefialado la utilidad
de la galectina-3 en el diagnostico de las neoplasias tiroideas en estudios

: R T 101,102, 103,104
realizados tanto en muestras citoldgicas como histologicas™> "> "~ 7,

Por el contrario, hay publicaciones que presentan resultados en
contradiccion con los anteriores, considerando que esta proteina no es ttil
en el diagnoéstico diferencial entre lesiones tiroideas benignas y malignas,
ya que sefialan expresion de galectina-3 en carcinomas, pero también en

- - 105,106,107,108,109
lesiones benignas T,

Ante la evidencia de estas discrepancias existentes en los resultados
obtenidos por los diferentes autores, creemos que son necesarias nuevas
investigaciones para intentar clarificar la utilidad de la galectina-3 como un
marcador fiable de malignidad tiroidea. En un intento de aportar nuevos
datos estudiamos por métodos inmunohistoquimicos la expresion de
galectina-3 en un grupo de muestras tiroideas, tanto tisulares como
citoldégicas, que incluyen tejido tiroideo normal, lesiones benignas y

neoplasias benignas y malignas.
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Hipotesis de trabajo

Los nédulos tiroideos suponen un problema de salud importante en la
poblacion debido a su alta incidencia. Ante la posibilidad de que un nédulo
tiroideo sea maligno, una de las actitudes fundamentales es decidir si es o
no quirtrgico. En el momento actual, aunque disponemos de buenos
métodos diagndsticos, con frecuencia se plantean problemas de diagnostico
diferencial entre las lesiones benignas (no quirtirgicas habitualmente) y las
lesiones malignas bien diferenciadas (subsidiarias de tratamiento
quirurgico), lo que puede originar intervenciones quirdrgicas no necesarias.
Por ello, es importante disponer de un método diagnostico prequirtrgico
fiable que permita al clinico seleccionar adecuadamente aquellos casos que
precisan cirugia, evitando la realizacion de tiroidectomias innecesarias.

La galectina-3 puede expresarse en condiciones normales en diversos
tejidos y tipos celulares y se ha visto sobreexpresada en ciertos tumores
malignos, incluyendo neoplasias tiroideas, por lo que su andlisis podria ser
de interés en el estudio de las lesiones malignas de tiroides. De acuerdo
con el conocimiento disponible hasta el momento presente, formulamos la

siguiente hipodtesis de trabajo:

1. La expresion de la galectina-3 en tejido tiroideo esta asociada a
lesiones malignas. En particular, la expresion de galectina-3 puede
diferenciar lesiones proliferativas benignas de carcinomas bien
diferenciados de tiroides. Las lesiones benignas y el tejido tiroideo
normal no expresan galectina-3, o su expresion es significativamente

menor que en los tumores malignos.
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2. La expresion de galectina-3 puede estudiarse, por un procedimiento
inmunohistoquimico, en muestras tisulares procedentes de archivo
(parafinadas y tefiidas) y en muestras citologicas obtenidas mediante

puncidn-aspiracion con aguja fina.

3. El estudio de la expresion de galectina-3 en la evaluacion
preoperatoria de nodulos tiroideos es una herramienta diagnostica de
alta sensibilidad y especificidad para una seleccion adecuada de

pacientes subsidiarios de tratamiento quirdargico.
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Objetivos del estudio

Los objetivos del presente estudio son los siguientes:

1. Estudiar mediante inmunohistoquimica la expresién de galectina-3
en muestras histologicas de tejido tiroideo obtenidas del archivo
histopatolégico y procedentes de intervenciones quirdrgicas por
patologia tiroidea. Las muestras corresponden a tejido tiroideo
normal y a todo el espectro de las lesiones tiroideas, benignas y

malignas.

2. Establecer la expresion de la galectina-3 en muestras citoldgicas
obtenidas mediante PAAF de nodulos tiroideos, y su relacion con el

diagndstico histopatologico definitivo.

3. Determinar la sensibilidad y especificidad de la expresion de la
galectina-3 como marcador de malignidad en los tumores de la

glandula tiroides tanto en muestras tisulares como citoldgicas.

4. En muestras de PAAF, comparar la utilidad de la determinacién de la
galectina-3  frente al diagndstico citologico convencional en el
estudio y evaluacion preoperatoria de los pacientes con nddulos

tiroideos.
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Material y Método

1.- DISENO DEL ESTUDIO

El estudio de la expresion de la galectina-3 sobre muestras de tiroides se

realizd en 2 fases:

Primera fase

Estudio retrospectivo para la valoracion de la expresion de galectina-3
en material tisular procedente de intervenciones quirurgicas por
patologia tiroidea realizadas entre los afios 1984-2002. El objeto de esta
fase del estudio fué el de establecer los patrones de expresion de
galectina-3 en todo el espectro de la patologia tiroidea, asi como en el
tejido tiroideo normal. Posteriormente, se evalud la utilidad de la

galectina-3 como marcador de malignidad en material tisular.

Segunda fase

Estudio prospectivo de la expresion de galectina-3 en material
citologico procedente de muestras de puncion-aspiracion con aguja fina
de pacientes con nodulos tiroideos diagnosticados entre los afios
2002-2004. La expresion de la galectina-3 se estudid en bloques
citolégicos (en los casos en los que el bloque tisular rindi6 celularidad
para diagndstico) y sobre extensiones citologicas. Asimismo en esta fase
se correlaciono el diagnostico realizado por puncidn-aspiracion con el
diagndstico histologico final en los casos en los que se realizo
intervencion quirurgica posterior. El objetivo de esta fase del estudio fue
el de valorar la eficacia diagndstica y valor predictivo de la expresion de
galectina-3 aplicada a la citologia obtenida por PAAF como marcador
para malignidad e indicacion quirurgica en pacientes con nddulos

tiroideos dominantes.
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2.- SUJETOS DEL ESTUDIO

Para la primera fase del estudio, se seleccionaron retrospectivamente de los
archivos del Servicio de Anatomia Patologica de los Hospitales Valle del
Nalon (Langreo, Asturias) y Cabuefies (Gijon, Asturias), 239 muestras de
tejido fijadas en formol, procesadas de manera rutinaria y embebidas en
parafina, procedentes de intervenciones quirdrgicas. Corresponden a 95
lesiones benignas, 75 neoplasias malignas y 69 casos de tejido tiroideo

normal.

El criterio de seleccion unico aplicado en esta fase del estudio fue la
existencia de muestras tisulares representativas de las lesiones o tumores
para estudio histopatolégico e inmunohistoquimico. Los datos de edad y
sexo de los pacientes se extrajeron de los informes anatomopatologicos vy,

en los casos necesarios, de las historias clinicas.

Todas las secciones histologicas disponibles, tefiiddas con hematoxilina-
eosina, fueron revisadas por un patdlogo (Francisco Dominguez Iglesias)
en orden a confirmar o, en caso necesario, modificar el diagnostico previo.
Los diagnosticos de trabajo para la presente tesis fueron los de la revision.
El nimero de secciones por caso oscilo entre 4 y 21 (media 8, mediana 9).
Adicionalmente se seleccionaron secciones y muestras de tejido tiroideo

normal, alejado de las lesiones o tumores.

Para la segunda fase se estudiaron prospectivamente extensiones
citologicas de material procedente de puncidn-aspiracion con aguja fina,
tefiiddas con May-Gruwald-Giemsa y con tincion de Papanicolaou, asi como

centrifugados realizados con citocentrifuga Cytospin (Shandon. UK) de
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lavados de aguja de las punciones, tefiidos con Papanicolaou, y bloques
citologicos realizados con el lavado de la aguja, realizados seglin el
procedimiento descrito mdas adelante. Estas punciones eran realizadas

durante el estudio de pacientes con nodulos tiroideos dominantes.

El criterio de seleccion unico aplicado para la seleccion de casos en esta
segunda fase fue la presencia de celularidad representativa para diagnostico
en alguno de los tipos de muestra (extension citologica, centrifugado

citologico o bloque citologico).

El estudio citolégico se realizo en 92 pacientes (10 casos de tejido tiroideo
normal, 50 lesiones benignas y 32 neoplasias malignas). El material
aspirado obtenido se analizd en forma de extensiones citologicas y en 46
casos ademas fue procesado como bloques citologicos. El estudio
histologico definitivo se realizo en 87 casos de las 92 PAAF realizadas, ya
que cinco pacientes no fueron intervenidos quirtirgicamente (corresponden
a dos noddulos coloides y tres carcinomas anaplésicos). Los diagndsticos
realizados sobre las muestras citologicas obtenidas mediante la PAAF son:
negativo para malignidad (sin especificar otro diagndstico), nddulo
coloide/nédulo adenomatoide poco celular, enfermedad de Graves-
Bassedow, tiroiditis de Hashimoto, adenoma folicular, noddulo
adenomatoide celular/patrén proliferativo folicular, carcinoma folicular,
carcinoma papilar, carcinoma anaplasico y puncidon sospechosa de

malignidad.
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3.- TECNICAS

3.1 - TECNICA DEL BLOQUE TISULAR CITOLOGICO

Para la realizacion de los bloques tisulares procedentes de material

citologico se empled el siguiente procedimiento:

l.

Tras realizar las extensiones citologicas del material extraido con la
puncion-aspiracion se realiza el lavado de la aguja utilizada en la toma
de espécimen con 3 cc de suero fisioldgico recogiéndose el producto del

lavado en un tubo de ensayo.

. A continuacion se centrifuga el liquido de lavado a 1600 revoluciones

por minuto durante 15 minutos en una centrifuga Kubota 5100.

. Posteriormente se procede a decantar y se afiaden (dependiendo del

sedimento) de 3 a 8 gotas de Tromboplastina (IL test PT-fibrinogen
HS), y se mezcla con el vortex durante 2 minutos.
Se afiade la misma cantidad (3-8 gotas) de plasma al sedimento y se

mezcla con el vortex durante otros 2 minutos.

. Finalmente se pone el tubo de centrifuga en una gradilla durante 2

minutos hasta que el coagulo esté formado. En los casos en que no se
forma el coagulo, se recentrifuga el espécimen y se deja reposar, boca

arriba, durante 5 minutos.
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3.2 - METODO INMUNOHISTOQUIMICO.

Las tinciones inmunohistoquimicas se realizaron sobre secciones de
bloques de tejido, bloques citoldgicos y en extensiones citologicas sin tefiir

o previamente tefiidas con Papanicolaou.

Para el estudio realizado sobre cortes de bloques tisulares de archivo (fase
1) se elaboraron bloques multitejido de manera similar a la técnica descrita

por Battifora y Metha''’

. Para ello se seleccionaron “ 4reas representativas”
en las laminillas tefiidas con hematoxilina eosina (HE) de secciones de los
tejidos de interés; a continuacion estas areas se delimitaron en los bloques
tisulares de parafina sobreponiendo el portaobjetos con la seccion tefiida al
bloque. El area de tejido de interés se talla con un bisturi y el fragmento
seleccionado se pone en un nuevo paramol verticalmente, junto a otros
fragmentos representativos de otras lesiones. Cada nuevo bloque asi
realizado contiene seis fragmentos tisulares de distintas piezas. El control
de las secciones de cada multibloque se realiz6 con una planilla
cuadriculada en la que figuraban el numero del bloque y el orden y nimero
de biopsia correspondiente a cada fragmento de tejido. Como control
adicional, en todos los bloques asi elaborados el primer fragmento tisular

correspondia a un fragmento de tejido distinto, lo que permitia orientar el

orden de lectura de las secciones.

La técnica inmunohistoquimica se realizd de acuerdo con la metodologia
expuesta a continuacion:

1. Se realizan secciones de cinco micras de grosor de cada

multibloque tisular, en un microtomo de rotacion Shandon AS325

(Anglia Scientific Inst LTD. Cambridge. UK. ).
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. Las secciones son colocadas sobre portaobjetos especiales Gap
microscope slides (DakoCytomation. Dinamarca)

. El desparafinado se realiza por calentamiento en estufa a 37°C.

. La desparafinizacion se completa en 2 bafios de xilol de 15 min
cada uno.

. Rehidratacion: Se realiza introduciendo las preparaciones en
banos de alcohol de concentracion decreciente de 100, 96 y 70°,
durante 5-10 minutos cada uno.

. Lavado en agua destilada.

. Técnica de recuperacion antigénica. A continuaciéon y con objeto
de aumentar la sensibilidad de la técnica de deteccion se realiza
técnica de recuperacion antigénica consistente en el tratamiento
de las secciones con calentamiento en olla a presion durante 5
minutos en una solucion de buffer citrato comercial (Lab Sistem).
Posteriormente las secciones se dejan enfriar a temperatura
ambiente.

. A continuacién las secciones se lavan con TBS (Tris-buffer
salino). A partir de este paso el resto de la técnica se realiza en un
tefiidor automatico TechMate 500 (BioTekSolutions. Dako,
Dinamarca)

. Inhibicion de la peroxidasa endogena. Se realiza introduciendo las
secciones en una solucidn al 1% de peroxido de hidrogeno al 30%

en agua destilada con azida sédica al 1/1000, durante 30 minutos.

10.Lavado con agua destilada.

11.Inhibicion de la tincion inespecifica. Se realiza con suero

inespecifico.
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12. Anticuerpo primario. Las secciones se incuban con el Anticuerpo
primario, anticuerpo monoclonal anti-Galectina-3 (AM anti-
galectina-3. Clon 9C4. Novocastra Lab., Gran Bretafia), a una
diluccion 1:50, durante 30 minutos.

13. Anticuerpo secundario y sistema de deteccion. Se realiza con un
sistema supersensible Envision (ChemMate Dako Envision
Detection Kit Preoxidase DAB, Rabbit/Mouse. DakoCytomation,
Dinamarca). El revelado se realiza con 3.3 diaminobenzidina
(DAB).

14.Contratincioén. Las secciones se contratifieron con Hematoxilina
de Harris durante 10 minutos.

15.Tras lavados, se llevan las secciones a deshidratacion en
alcoholes de concentracion creciente y se aclaran en xilol.

16.Montaje. Las secciones son por ultimo montadas con un medio de

montaje Entellan (Merck).

La técnica inmunohistoquimica realizada en bloques tisulares de material
citologico fue la descrita anteriormente. La técnica realizada en las
extensiones citoldgicas fue la misma, obvidndose el paso de recuperacion
antigénica. En los casos en que la tincidn inmunohistoquimica se realizé en
frotis previamente tefiidos con Papanicolaou, los cristales no fueron
destefiidos previamente a la tincién inmunohistoquimica, lo cual no

dificulto la técnica ni la interpretacion posterior de los resultados.

Se utilizaron controles negativos de tincion en los que se omitio el
anticuerpo especifico y otros en los que se utilizaron anticuerpos no
relacionados. Asimismo, se utilizaron controles positivos, procedentes de

casos positivos evaluados previamente al estudio.
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3.3 - CUANTIFICACION DE LA TINCION INMUNOHISTOQUIMICA.

Las secciones inmunotefiidas fueron evaluadas en un microscopio Optico.

Se utiliz6 un método semicuantitativo de valoracién de la tincidn, de la

siguiente manera:

= Tincion negativa (0): ausencia de tincion en las células epiteliales
problema

* Tincién débil (1): tincidon en < 10% de las células problema

* Tincion moderada (2): tincion en las células problema entre el 11-49%

* Tincidn intensa (3): tincion en las células problema > 50%.

Cada caso era adicionalmente calificado como positivo o negativo en
funcion de la presencia de tincion, independientemente del porcentaje de

células tenidas.

La tincion fue finamente granular-difusa, presente en citoplasmas y nticleos
celulares de células epiteliales en los casos positivos. Una tincion similar se
observd en macréfagos y endotelios vasculares, guardandose el debido
cuidado de diferenciar las células problema de estos para la valoracion de
la tincidbn como positiva/negativa. En el presente estudio no se diferencid
entre tincion nuclear o citoplasmatica a efectos de computo y estadistico,
asi como tampoco se valord la intensidad de tincion. Todos los casos con
tincidn, considerados positivos, mostraron una alta y similar intensidad de
tincion. En aquellos casos en que la tincion fue focal y podia afectar a la
diferenciacion entre lesion benigna y maligna, se especifico la focalidad de

la tincion y la topografia de la misma.
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4.- ANALISIS ESTADISTICO

El tratamiento estadistico de los datos se realizd mediante el paquete
informdtico “Statistical Package for the Social Science” SPSS para

Windows version 11.0 ( SPSS® Inc. Illinois, EEUU)).

Se calcul¢ la sensibilidad, especificidad, falsos positivos y falsos negativos,
valor predictivo positivo y valor predictivo negativo del método
inmunodiagndstico para la galectina-3 mediante el programa EPIDAT
version 3.0. El diagnostico histomorfologico definitivo se tomd como el

“modelo estandar”.

Como indicador adicional de la precision de una prueba diagndstica
realizamos el céalculo de la curva ROC (Receiver-Operating Characteristic),
que relaciona mediante un sistema de coordenadas -cartesianas la
sensibilidad y especificidad de la misma. Una prueba perfecta es aquella
que se eleva verticalmente hacia el angulo superior izquierdo, mientras que
la que tiene un trayecto diagonal es considerada inutil. El area bajo la curva
es el mejor indicador global de la precision de una prueba diagnostica: a
mayor area mejor es la prueba. El valor “1” indica una discriminacion

perfecta del test''"'"2,
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5.- BIBLIOGRAFIA DE REFERENCIA

Para la busqueda de referencias bibliograficas se emple6 la consulta de
manuales generales de cada tema y fundamentalmente la base de datos

Medline.

Habitualmente es necesario establecer una estrategia de busqueda para
filtrar y seleccionar los articulos de mayor interés. El primer paso fue
seleccionar del indice electronico el término “thyroid nodules”, y
posteriormente acotar la busqueda con los descriptores “galectin-3” y
“neoplasm”. En nuestro caso, el estudio de la galectina-3 es un tema de
investigacion relativamente reciente y mas aun aplicado a la patologia
tiroidea, por lo que el numero de publicaciones sobre el tema es limitado.
Las publicaciones obtenidas de esta forma también sirvieron como fuente

de otras referencias bibliograficas no indexadas en Medline.
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V.- RESULTADOS
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Resultados

1.- PATRONES DE EXPRESION DE GALECTINA-3 EN
MUESTRAS TISULARES

1.1.- DATOS EPIDEMIOLOGICOS

De los 170 pacientes con patologia tiroidea estudiados, 121 casos (71%)
corresponden a mujeres y 49 son varones, con una media de edad de 49

afos (rango: 16-83).

La neoplasia maligna mas frecuente es el carcinoma papilar, seguido del
carcinoma folicular. El adenoma folicular es la patologia mas frecuente del
estudio, y la tiroiditis De Quervain la més infrecuente. En las neoplasias
malignas, exceptuando el carcinoma folicular, el porcentaje de varones es
siempre mayor del 40%, mientras que en las lesiones benignas esta entre el
10-27%, siendo mas infrecuentes los hombres en las tiroiditis (0-10% de
varones). La distribucion de los casos segun el diagnostico histoldgico se

muestra en la tabla 1 y su relacion con el sexo en la tabla 2
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Diagnostico histologico N° de casos %

Hiperplasia nodular 19 11.2%
Enfermedad de Graves-Bassedow 10 5.9%
Tiroiditis de Hashimoto 10 5.9%
Tiroiditis De Quervain 3 1.8%
Adenoma folicular 42 24.7%
Adenoma de células de Hiirthle 11 6.5%
Carcinoma folicular minimamente invasivo 14 8.2%
Carcinoma folicular extensamente invasivo 12 7.1%
Carcinoma papilar 30 17.6%
Carcinoma de células de Hiirthle 7 4.1%
Carcinoma medular 6 3.5%
Carcinoma anaplasico 6 3.5%
Total 170 100%

Tabla 1: Distribucion de los casos segun el diagnostico histologico

49



Resultados

Diagnostico histologico Varones | Mujeres | Total
Hiperplasia nodular 4 (21.1%) | 15(78.9%)| 19
Enfermedad de Graves-Bassedow 2 (20%) 8 (80%) 10
Tiroiditis de Hashimoto 1 (10%) 9 (90%) 10
Tiroiditis De Quervain - 3 (100%) 3
Adenoma folicular 10 (23.8%) |32 (76.2%)| 42
Adenoma de células de Hiirthle 3(27.3%) | 8 (72.7%) 11
Carcinoma folicular minimamente invasivo 3(21.4%) |11 (78.6%)| 14
Carcinoma folicular extensamente invasivo 4 (33.3%) | 8(66.7%) 12
Carcinoma papilar 13 (43.3%) |17 (56.7%)| 30
Carcinoma de células de Hiirthle 3(42.9%) | 4 (57.1%) 7
Carcinoma medular 3 (50%) 3 (50%) 6
Carcinoma anaplasico 3 (50%) 3 (50%) 6
Total ¥ 2! 170
(28.8%) (71.2%)

Tabla 2 : Relacion sexo/diagndéstico histoldgico
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1.2.- EXPRESION DE GALECTINA-3 EN TEJIDO TIROIDEO
NORMAL

De las 69 muestras de tejido tiroideo normal analizadas en nuestro estudio,
solamente se encontré positividad para la galectina-3 en una de ellas
(1.4 %), con tincion en menos del 50% de las células. Todos los demas

casos fueron negativos.

1.3.- EXPRESION DE GALECTINA-3 EN LESIONES BENIGNAS

De las 95 lesiones benignas estudiadas solamente se encontrd
inmunorreactividad para la galectina-3 en 8 casos (8.4%), siendo las
restantes 87 muestras negativas (91.6%). Todos los casos considerados

positivos presentaban tincion en menos del 10% de las células.

Ninglin caso de hiperplasia nodular (19 muestras) ni de Enfermedad de

Graves-Bassedow (10 casos) mostro reactividad para la galectina-3.

Con respecto a las tiroiditis, las 3 tiroiditis De Quervain fueron negativas,
mientras que de los 10 casos de Tiroiditis de Hashimoto, 2 muestras fueron

positivas.

En cuanto a los adenomas, solo cuatro casos de los 42 adenomas foliculares
mostraron reactividad para la galectina-3 (9%). Del mismo modo, de los 11
casos de adenoma de células de Hiirthle, la positividad para la proteina

solo fue observada en dos muestras (18%).
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La figura 1 muestra una hiperplasia nodular de tiroides tefiida con

hematoxilina-eosina, y en la figura 2 se aprecia la ausencia de tincion de

esta lesion tras el andlisis inmunohistoquimico con galectina-3 (pagina 55).

En la tabla 3 se resumen los patrones de expresion de la galectina-3 en las

muestras histologicas de las lesiones benignas.

Diagnéstico histoldgico N° de casos Galectina-3 +
Hiperplasia nodular 19 0
Graves-Bassedow 10 0
Tiroiditis de Hashimoto 10 2
Tiroiditis De Quervain 3 0
Adenoma folicular 42 4
Adenoma células Hiirthle 11 2
Total 95 8

Tabla 3: Patrones de expresion de la galectina-3 en las muestras

histoldgicas de las lesiones benignas
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1.4.-EXPRESION DE GALECTINA-3 EN CARCINOMAS

Entre las 69 lesiones tiroideas malignas de origen epitelial (excluyendo por
tanto los carcinomas medulares) de diferentes tipos histologicos y grados
de diferenciaciéon que hemos analizado, 67 fueron positivas para la
galectina-3 (97%), y solamente en dos casos no se detectd

inmunorreactividad para la proteina.

Los carcinomas papilares expresaron la galectina-3 en el 100% de los
casos. En la mayoria de ellos (26 casos) se identifico la tincidon en mas del
50% de la células. Las figuras 3 y 4 muestran un carcinoma papilar clasico
(pagina 55) y las figuras 5 y 6 un carcinoma papilar variante folicular

(pagina 56).

Igualmente, todos los carcinomas foliculares extensamente invasivos
estudiados presentaron una tincidon positiva para galectina-3 (100 %),
presente en todos los casos en mas del 10% de las células (ocho muestras

con mas del 50% y cuatro entre el 11-49%) (figuras 7 y 8, pagina 56).

De los 14 carcinomas foliculares minimamente invasivos dos fueron
negativos, encontrandose positividad en 12 casos (85%). El porcentaje de
células tefiidas era mayor del 50% en siete casos, y menos del 10%

solamente en dos muestras.

Todos los carcinomas de células de Hiirthle mostraron una reaccion
positiva para la galectina-3 (100 %) con un porcentaje de células tefiidas
siempre mayor del 11%. De la misma forma, todos los carcinomas

anaplasicos (6 casos) fueron galectina-3 positivos.
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Los seis carcinomas medulares no mostraron tincion alguna.

En la tabla 4 se muestran los resultados de los diferentes patrones de

expresion de galectina-3 en muestras histoldgicas de carcinomas.

N° de Gal-3 Cuantificacion

Diagnostico histologico

Carcinoma papilar 30 30 1 3 26
Ca folicular extensamente invasivo 12 12 0 4 8
Ca folicular minimamente invasivo 14 12 2 3 7
Carcinoma de células de Hiirthle 7 7 0 3 4
Carcinoma medular 6 0 0 0 0
Carcinoma anaplasico 6 6 1 3 2
Total 75 67 4 16 47

Ca folicular: Carcinoma folicular Gal-3: galectina-3

Tabla 4: Patrones de expresion de galectina-3 en muestras histologicas de

carcinomas
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Figura 1: Hiperplasia nodular tiroidea
(HE x100)

Figura 2: Hiperplasia nodular tiroidea.
Tincion para galectina-3 negativa en
epitelio folicular. Se observa tincion
positiva en macrofagos (IHQ anti
galectina-3 x 10)

Figura 3: Carcinoma papilar de
tiroides (HE x 100)

Figura 4: Carcinoma papilar de
tiroides que expresa galectina-3
intensamente en células tumorales
(IHQ anti-galectina-3 x 200)
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Figura 5: Carcinoma papilar variante Figura 6: Intensa expresion de galectina-3

folicular (HE x 400) en células tumorales de carcinoma papilar
de tiroides variante folicular (IHQ, anti-
galectina-3 x 200)

Figura 7: Carcinoma folicular Figura 8: Carcinoma folicular

extensamente invasivo (HE x 100) extensamente invasivo positivo para
galectina-3 (IHQ anti-galectina-3 x
100)
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Para evaluar la utilidad de la galectina-3 como marcador tumoral de
malignidad agrupamos todas las lesiones benignas y malignas (excluidos los
carcinomas medulares, debido a que no son neoplasias derivadas del epitelio
folicular) y calculamos los porcentajes correspondientes, que se muestran en

la tabla 5; la correlacion con el porcentaje de c€lulas tefiidas se muestra en la

tabla 6.

Galectina-3 Galectina-3
_ o Total
negativo positivo
' ' 87 8 95
Lesiones benignas
91.6% 8.4% 100%
2 67 69
Lesiones malignas
2.9% 97.1% 100%
Total 89 75 164

Tabla 5: Expresion de galectina-3 en lesiones benignas y malignas

(excluidos los carcinomas medulares)
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Gal-3 Gal-3+ Gal-3+ Gal-3+
_ Total
negativo <10% 11-49%  >50%
Lesiones benignas 87 8 - - 95
91.6% 8.4% - - 100%
Lesiones malignas 2 4 16 47 69
2.9% 5.8% 23.2% 68.1% 100%
Total 89 12 16 47 164

Gal-3: galectina

Gal-3 +: galectina-3 positivo

Tabla 6: Cuantificacion de la tincion para galectina-3 en lesiones benignas

y malignas (excluidos carcinomas medulares)

Si excluimos las lesiones benignas no neopléasicas y comparamos solamente

los adenomas (foliculares y de células de Hiirthle) con los carcinomas

diferenciados (folicular minimamente y extensamente invasivo, papilar y

de células de Hiirthle) observamos que

tanto la positividad para la

galectina-3 como el porcentaje de células tefiidas presenta variaciones muy

pequefias como se muestra en las tablas 7 y 8.
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) Galectina-3 Galectina-3
Adenoma/Carcinoma _ - Total
negativo positivo
Adenomas folicular y de células 47 6 53
de Hiirthle 88.7% 11.3% 100%
Carcinoma papilar, folicular, y 2 61 63
de células de Hiirthle 3.2% 96.8% 100%

Tabla 7: Expresion de galectina-3 en adenomas frente a carcinomas

diferenciados

) Gal-3 | Gal-3+ | Gal-3+ | Gal-3+
Adenoma/Carcinoma ) Total
negativo | <10% | 11-49% | >50%
Adenomas folicular y de 47 6 - - 53
células de Hiirthle 88.7% 11.3% - - 100%
Carcinoma folicular, 2 3 13 45 63
papilar y células de Hiirthle | 3.2% 4.8% 20.6% 71.4% 100%

Gal-3: galectina-3  Gal-3 +: galectina-3 positivo

Tabla 8: Cuantificacion de la tincion de galectina-3 en adenomas frente a

carcinomas diferenciados
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Comparamos también los resultados de la expresion de galectina-3
exclusivamente entre los adenomas foliculares y los carcinomas foliculares
(minimamente invasivo y extensamente invasivo) que representan el grupo
de lesiones con mas dificultades en el diagndstico (Tabla 9). El porcentaje
de carcinomas foliculares que expresan galectina-3 es del 92.3%, solo
ligeramente menor que cuando realizamos el célculo del conjunto de todos

los carcinomas diferenciados (96.8%).

Galectina-3  Galectina-3

_ . Total
negativo positivo
Adenoma folicular 47 6 53
88.7% 11.3% 100%
Carcinoma folicular (minimamente 2 24 26
y extensamente invasivo) 7.7% 92.3% 100%

Tabla 9: Expresion de galectina-3 en adenomas foliculares frente a

carcinomas foliculares
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Calculamos la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y
negativo, nimero de falsos positivos y de falsos negativos y la exactitud
diagnodstica de la expresion de galectina-3 en la discriminacién entre las
lesiones histologicas benignas y malignas derivadas del epitelio folicular
(carcinoma folicular minimamente y extensamente invasivo, carcinoma
papilar, carcinoma de células de Hiirthle y carcinoma anaplésico). La
sensibilidad obtenida es del 97 % y la especificidad del 94.5%. El numero
de falsos positivos es del 5.4% y el de falsos negativos del 2.8%.

El valor predictivo positivo es del 88 % y el valor predictivo negativo del
98%. La exactitud diagnostica obtenida mediante el estudio de la expresion
de galectina-3 en la discriminacion entre lesiones malignas y benignas en
muestras histologicas de lesiones tiroideas se calculé mediante el analisis
de la curva ROC, obteniendo un area bajo la curva de 0.9581 (el valor 1
representa una discriminacidén perfecta de la prueba diagnostica). En la
figura 9 se muestra la curva ROC correspondiente a la expresion de la

galectina-3 en muestras histoldgicas tiroideas.
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Figura 9: Curva ROC para muestras histologicas: discriminacioén entre la
totalidad de las lesiones benignas y malignas (excluidos carcinomas

medulares)
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Si hacemos el célculo de la curva ROC para la expresion de la galectina-3
exclusivamente en la discriminacion de los adenomas foliculares frente a
los carcinomas foliculares, observamos que el valor que obtenemos del area
bajo la curva (0.9139) presenta pocas diferencias con el calculado para la
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totalidad de las lesiones benignas y malignas (figura 10).

Figura 10: Curva ROC para muestras histoldgicas: discriminacion entre

adenomas foliculares y carcinomas foliculares



Resultados

2.- PATRONES DE EXPRESION DE GALECTINA-3 EN
MUESTRAS CITOLOGICAS (PAAF)

2.1.- DATOS EPIDEMIOLOGICOS

Realizamos el estudio citologico en 92 pacientes, 29 hombres y 63 mujeres
(68% del total), con una media de edad de 53 afios (rango: 26 a 84). El
diagndstico histologico definitivo de los casos estudiados y su distribucion
segin el sexo se resume en la Tabla 10. Igual que en las muestras
procedentes de estudios histologicos, la mayor frecuencia corresponde al
adenoma folicular (21.7%), seguido de las hiperplasias nodulares (20.7%).
La neoplasia maligna de mayor incidencia es el carcinoma papilar

(18.5% del total).
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Diagndstico histoldgico Hombre Mujer Total %
Tiroides normal 3 7 10 10.9%
Noédulo coloide/Hiperplasia nodular 8 11 19 20.7%
Enfermedad de Graves-Bassedow - 3 3 3.3%
Tiroiditis de Hashimoto 2 4 6 6.5%
Adenoma folicular 7 13 20 21.7%
Carcinoma folicular 5 6 11 12%
Carcinoma papilar 3 14 17 18.5%
Carcinoma anaplasico - 1 1 1.1%
No intervenidos quirurgicamente | 4 5 5.4%
Total 29 63 92 100%

Tabla 10: Distribucion de los casos de PAAF segiun el diagnéstico

histoldgico definitivo y el sexo
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2.2.- EXPRESION DE GALECTINA-3 EN TEJIDO TIROIDEO
NORMAL

Se disponia de 10 muestras citologicas que correspondian a tejido tiroideo
normal, y en ninguna de ellas se observd tincidn positiva para la

galectina-3.

2.3.- EXPRESION DE GALECTINA-3 EN LESIONES BENIGNAS

Se estudiaron 50 muestras citologicas correspondientes a patologia tiroidea
benigna, encontrando inmunorreactividad para la galectina-3 tinicamente

en 5 casos, que representan el 10 % del total.

De los 21 casos de hiperplasia nodular, solamente uno expres6 galectina-3,
observandose tincion solamente en menos del 10% de las células de la
muestra. En las figuras 11 y 12 se aprecia la ausencia de tincion con
galectina-3 en un bloque tisular y en una extension citoldgica de un nodulo
coloide (pagina 69). El tnico caso de tiroiditis que era reactivo para la

proteina mostro tincion entre el 11-49% de las células.

El 15% de los adenomas foliculares (3/20) fueron positivos para la
galectina-3, siempre con tincién en menos del 50% de las células (un caso
tincion débil y otros dos tincién moderada). Las figuras 13 y 14 (pagina 69)
muestran un bloque citologico de un adenoma folicular en las que se

observa ausencia de tincion para la galectina-3.

El 100% de los casos de enfermedad de Graves-Bassedow fueron

negativos.
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Los resultados del andlisis de la expresion de galectina-3 en muestras

citologicas procedentes de PAAF de lesiones benignas se muestran en la

Adenoma folicular

tabla 11.
Diagnostico histologico N° de casos Galectina-3 +
Hiperplasia nodular/nédulo coloide 21* 1
Graves-Basedow 3 0
Tiroiditis de Hashimoto 6 1
20 3
5

Total 50

* 2 casos no fueron intervenidos quirtirgicamente

Tabla 11: Expresion de galectina-3 en muestras citoldgicas de lesiones

benignas

67



Resultados

2.4.- EXPRESION DE GALECTINA-3 EN CARCINOMAS

El anélisis inmunohistoquimico de la expresion de galectina-3 en las 32
muestras citolégicas procedentes de PAAF cuyo diagnéstico definitivo
correspondiod a carcinomas tiroideos mostr6é inmunorreactividad positiva en

el 96.8 % de los casos, encontrando solamente un caso negativo.

De los 11 casos de carcinoma folicular, presentaron tincion positiva para la
galectina-3 el 90.9%, siendo solamente una muestra negativa. Ademas, el
90% de las muestras que expresaron galectina-3 lo hicieron de forma

moderada o fuerte, y solo un caso presento tincion débil (figura 15 y 16,

pag. 70).

Los carcinomas papilares expresaron galectina-3 en las muestras
citologicas en el 100% de los casos, estando presente en la mayoria de ellos
(11 casos) en mas del 50% de las células (figura 17 y 18, pag. 70).
Igualmente, todos los carcinomas anaplésicos (4 casos) fueron

inmunorreactivos para la galectina-3 (figuras 19 y 20, pag. 71)
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Figura 11: Ausencia total de expresion Figura 12: Tincién de galectina-3 en

de galectina-3 en un bloque citologico macrofagos de una extension de tiroides

de PAAF correspondiente a un nddulo correspondientes a un noédulo coloide. Se

adenomatoide poco celular (bocio) observa el citoplasma vacuolado y la

(IHQ anti-galectina-3 x 200) agrupacion tipica de macréfagos (IHQ sobre
extension tefiida con PAP con anti-galectina-3
x 400)

Figura 13: Bloque citologico realizado
a partir de PAAF correspondiente a un
patrén proliferativo folicular (HE x 20

Figura 14: Tincion negativa para galectina-3
en un caso de patron proliferativo folicular
(mismo caso que Fig. 13) con diagndstico
histopatoldgico final de adenoma folicular. Se
observa tincion de macréfagos aislados y
ausencia de tincion en células foliculares (IHQ
sobre bloque citologico anti-galectina-3 x
400)
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Figura 16: Tincion positiva para
galectina-3 de una  extension
citologica de PAAF correspondiente a
un carcinoma folicular de tiroides
(IHQ anti-galectina-3 x 100; recuadro
x 200)

Figura 15: Extension citologica
procedente de PAAF correspondiente a
un carcinoma folicular de tiroides. Se
aprecia celularidad tumoral muy
prominente, agrupacion irregular y
atipia  citologica  (tincion  de
Papanicolaou x 200)

Figura 17: Extension citologica Figura 18: Intensa expresion de
procedente de PAAF, que corresponde a galectina -3 en una extension citologica
un caso de carcinoma papilar de tiroides de carcinoma papilar (mismo caso que
(MGG x 200) Fig. 17) (IHQ anti-galectina-3 x 400)

70



Resultados

Figura 19: Bloque citologico realizado a partir
de material de PAAF correspondiente a un
carcinoma anaplésico de tiroides (HE x 200)

Figura 20: Expresion de galectina-3 en un
carcinoma anaplasico de tiroides
(mismo caso que Fig. 19)
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En la tabla 12 se resumen los patrones de expresion de la galectina-3 en

muestras citologicas de carcinomas tiroideos

Diagnéstico N° de Galectina-3 Cuantificacién

histolégico casos positivo ~ <10%  11-49%  <50%
Carcinoma folicular 11 10 1 3 6
Carcinoma papilar 17 17 2 4 11
Carcinoma anaplasico 4* 4 0 3 1
Total 32 31 3 10 18

* 3 casos no fueron intervenidos quirtirgicamente

Tabla 12: Patrones de expresion de galectina-3 en muestras citologicas de

carcinomas

En la tabla 13 se resumen los resultados de la cuantificacion de la tincidon
de galectina-3 en la totalidad de las muestras citoldgicas estudiadas,

incluyendo tejido tiroideo normal, lesiones benignas y malignas.
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o . Gal-3 Gal-3+ Gal-3+ Gal-3+
Diagnéstico histoldgico _ Total
negativo <10% 11-49%  >50%

Tiroides normal 10 - - - 10
Hiperplasia nodular 20 1 - - 21%*
Graves-Bassedow 3 - - - 3

Tiroiditis de Hashimoto 5 - 1 - 6

Adenoma folicular 17 1 2 - 20
Carcinoma folicular 1 1 3 6 11
Carcinoma papilar - 2 4 11 17
Carcinoma anaplasico - - 3 | 4k
Total 56 5 13 18 92

Gal-3: galectina-3; Gal-3 +: galectina-3 positivo

* 2 casos no intervenidos; ** 3 casos no intervenidos

Tabla 13: Cuantificacion de la expresion de galectina-3 en la totalidad de

las muestras citoldgicas estudiadas
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En la tabla 14 se exponen los porcentajes correspondientes a la
cuantificacion de la tincion de las muestras de PAAF agrupadas como
patologia maligna frente a patologia benigna/tejido tiroideo normal. El
91.7% de las lesiones benignas fueron negativas, y de los cinco casos
positivos en ninguno se observo tincion en mdas del 50% de las células.
Solamente el 3.1% de las neoplasias malignas fueron negativas para la

galectina-3.

Gal-3 Gal-3 + Gal-3 + Gal-3 +

_ Total
negativo <10% 11-49% >50%
Lesiones benignas 55 2 3 - 60
y tejido normal 91.7% 3.3% 5% - 100%
Lesiones malignas 1 3 10 18 32
3.1% 9.3% 31.3% 56.3%  100%

Gal-3: galectina-3; Gal-3 +: galectina-3 positivo
Tabla 14: Comparacion de la cuantificacion de la tincion de galectina-3 en

las muestras citoldgicas entre las lesiones malignas y las benignas (incluye

tejido normal)
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5.- EXPRESION DE GALECTINA-3 EN CITOLOGIA SOSPECHOSA
DE MALIGNIDAD

En nuestro estudio, el diagndstico citologico realizado mediante la técnica
convencional fue en 8 casos de “puncion sospechosa de malignidad”. El
diagndstico histologico después de la reseccidon quirtirgica confirmoé en 6
casos la existencia de una neoplasia maligna (3 carcinomas foliculares y 3
carcinomas papilares), mientras que en 2 casos el diagndstico definitivo fue
de adenoma folicular. El anélisis de la expresion de galectina-3 en las
muestras citologicas obtenidas mediante PAAF habia sido positivo en los 6
casos que histoldégicamente fueron confirmados como carcinomas Yy
negativo en los 2 casos que correspondieron en el estudio histologico
postquirurgico a adenomas foliculares. La intensidad de la tincién se
observo en 3 casos en mas del 50% de las células, y solo en una muestra se

tineron menos del 10%.

2.6.- CORRELACION ENTRE EL DIAGNOSTICO CITOLOGICO
(PAAF) Y EL DIAGNOSTICO HISTOLOGICO

Si comparamos los diagndsticos que se realizaron sobre muestras
citologicas (tincion convencional) con los diagnosticos definitivos
histolégicos tras la extirpacién quirGrgica, observamos discrepancias

importantes en nueve casos.
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De 12 muestras con diagndstico “negativo para malignidad” en PAAF,
2 casos correspondieron histologicamente a carcinomas, un carcinoma
papilar y un carcinoma folicular. En ambos casos las extensiones
citologicas mostraron escasa celularidad, pero que tefiia positivamente para

la galectina-3.

En los 19 casos con diagndstico de PAAF de “nddulo adenomatoide
celular- patron proliferativo folicular”, 6 casos fueron lesiones malignas en
el diagnostico histologico definitivo (4 carcinomas foliculares y
2 carcinomas papilares). De estos 6 carcinomas, 5 eran galectina-3 positiva,
y solo un caso, que corresponde a un carcinoma folicular fue negativo. La

tincidn observada era intensa en tres casos y moderada en dos.

Como nddulo adenomatoide poco celular/nodulo coloide se diagnosticaron
por citologia 10 casos, y en uno de ellos el diagndstico histologico
definitivo fue un carcinoma papilar, también con tincion positiva para la

galectina-3.

La correlacion entre los diagndsticos obtenidos mediante la PAAF y su
correspondiente diagndstico histologico se muestran en la Tabla 15 (en
color rojo se encuentran los casos que en la PAAF fueron diagnosticados

benignos, pero histologicamente correspondieron a carcinomas).
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Nodulo

coloide

QGraves-

Bassedow

Tiroiditis

Hashim.

Adenoma

folicular

Carcinoma

folicular

Carcinoma

papilar

Carcinoma

anaplasico

Negativo

4

1(+)

1(+)

Nodulo

coloide

1(+)

Graves-

Bassedow

Tiroiditis

Hashimoto

Patron

folicular

13

Carcinoma

folicular

Carcinoma

papilar

10

Carcinoma

anaplasico

Sospecha

malignidad

(+): galectina-3 positivo

Tabla 15: Correlacion diagndstico citologico/diagnostico histologico
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Del mismo modo que en las muestras histologicas, se realizo el célculo de
la sensibilidad y especificidad del test de la expresion de galectina-3 en el
diagnostico diferencial prequirargico de lesiones benignas y malignas.
También calculamos el valor predictivo positivo y negativo, el nimero de
falsos positivos y falsos negativos y la exactitud diagnostica mediante el
valor de la curva ROC. La sensibilidad obtenida fue del 96.8%, y la
especificidad del 91.7%. El valor predictivo positivo es del 86% y el valor
predictivo negativo del 98%. La tasa de falsos positivos calculada es del

8% y los falsos negativos del 3%.

La exactitud diagndstica del andlisis de la galectina-3 en la diferenciacion
prequirargica de lesiones tiroideas malignas y benignas se realizd6 mediante
el calculo de la curva ROC. El valor obtenido del area bajo la curva es de

0.9427 (maxima exactitud diagnoéstica 1) (Figura 21).

Para poder comparar los resultados del analisis de la expresion de
galectina-3 en las muestras citologicas con los resultados de la citologia
convencional se calculd la sensibilidad y especificidad de la PAAF
convencional, asi como el valor de su curva ROC. Se consideraron casos
positivos aquellos diagnosticos citoldégicos que en la practica clinica
habitual son derivados a cirugia, e incluyen el carcinoma folicular, el
carcinoma papilar, el carcinoma anaplasico, la puncidon sospechosa de
malignidad y el patrén proliferativo folicular. La sensibilidad obtenida fue
del 88% (96.8% con el test de galectina-3) y la especificidad del 72%
(91.7% con galectina-3). El valor predictivo positivo fue del 80% y el valor
predictivo negativo del 84%. La curva ROC correspondiente se muestra en

la figura 22, con un area bajo la curva de 0.8055.
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Figura 21: Curva ROC para el valor diagnostico de la galectina-3 en la

diferenciacion prequirtrgica de lesiones benignas y malignas (muestras de

PAAF).
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Figura 22: Curva ROC para el valor diagnéstico de la PAAF

convencional en la diferenciacion prequirtrgica de lesiones benignas y

malignas.
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El diagnoéstico preoperatorio del nodulo tiroideo continua siendo un reto a
pesar de los avances técnicos que se han producido en los ultimos afos.
Muchos de estos pacientes son intervenidos quirirgicamente, no como una
opcion terapeutica, sino como la unica forma de determinar la naturaleza
del nodulo; esto conlleva en muchos casos una morbilidad innecesaria,

ademas de la repercusion personal y socioecondmica.

Hasta este momento no existe un método totalmente efectivo y fiable en la
deteccion de lesiones malignas en la fase prequirtirgica. Aunque la
puncidn-aspiracion con aguja fina es en la actualidad el método mas util en
el diagnostico preoperatorio, la identificacion correcta de algunos nddulos
mediante las técnicas morfologicas convencionales es dificil,

fundamentalmente en el grupo de las lesiones foliculares.

En los ultimos afios se han desarrollado nuevas técnicas de diagndstico que
han intentado optimizar las técnicas clasicas histologicas. Disponemos de
diferentes métodos de estudio, segin se trate de evaluar la expresion
selectiva de proteinas o los ARNm de dichas proteinas. Las técnicas de
inmunohistoquimica detectan la expresion de proteinas en las células,
mientras que los ARNm de estas proteinas se estudian mediante

transcripcidon inversa asociada a la reaccion en cadena de la polimerasa

(RT-PCR).

Al elegir la técnica para el estudio de la expresion de galectina-3 en
lesiones tiroideas, hemos considerado que el método inmunohistoquimico
presenta ventajas respecto a la RT-PCR . Por un lado, es una técnica

sencilla y de bajo coste, que ademas combina una evaluacion morfologica
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e inmunofenotipica de la célula tiroidea. La RT-PCR es una técnica mas
compleja y cara, que presenta mas dificultades técnicas que la
inmunohistoquimica. Ademas, la RT-PCR es incapaz de discriminar la tasa
de  galectina-3 citoplasmica de la nuclear, y dado que solamente la
expresion citopldsmica de esta es sugestiva de malignidad tiroidea, plantea
problemas en el diagnostico, puesto que la inmunorreactividad nuclear es
observada en algunas lesiones tiroideas benignas bajo ciertas condiciones
fisiologicas' . Igualmente, esta técnica no es capaz de distinguir la tasa de
ARNm de galectina-3 derivada de las células endoteliales, histiocitos y
fibroblastos (habitualmente presentes en cantidades variables en el tejido
tiroideo) del ARNm presente especificamente en las células foliculares,

: ; . e 114
proporcionando asi un gran namero de resultados falsos positivos™ .

Por las razones previamente expuestas, en nuestro estudio hemos utilizado
métodos inmunohistoquimicos para el andlisis de la  expresion de
galectina-3 en varios tipos de neoplasias tiroideas, en diferentes lesiones
benignas y en tejido tiroideo normal, tanto en muestras histologicas como

en muestras citoldgicas obtenidas mediante PAAF.
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1.- EXPRESION EN MUESTRAS HISTOLOGICAS

1.1.- EXPRESION EN TEJIDO TIROIDEO NORMAL

Estudiamos la expresion de la galectina-3 en muestras histologicas de
tejido tiroideo normal en 69 casos. Solamente encontramos un caso que
presentd inmunotincidén positiva para la galectina-3, mientras que los
restantes 68 ( 98.5%) fueron claramente negativos. Los trabajos realizados

- 115,116,117
por otros autores encuentran los mismos resultados’ 1O

1. 2.- EXPRESION EN LESIONES BENIGNAS

En cuanto a las lesiones tiroideas benignas, existen discrepancias en la
literatura publicada, ya que hay autores que encuentran casos con tincion
positiva para  galectina-3 en estas muestras. Nosotros no encontramos
ningun caso de hiperplasia nodular ni de enfermedad de Graves-Bassedow
que presentara inmunorreactividad para la proteina. De los 10 casos
estudiados de tiroiditis de Hashimoto, dos expresaron galectina-3, con
menos del 10% de las células tefiidas; mientras que las tres tiroiditis De

Quervain fueron negativas.

Cuando comparamos nuestros resultados con la bibliografia existente al
respecto en este tipo de lesiones benignas encontramos que la mayoria de
autores presentan datos semejantes, con ningun caso positivo™” o muy
pocos casos con positivos débiles. En contraste con estos resultados hay

algunos investigadores que sefialan inmunotincion positiva hasta en el 55%
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de los bocios’ aunque siempre asociado a areas de inflamacion y fibrosis.
Esta demostrada la expresion de galectina-3 en células no tiroideas como
fibroblastos o macréfagos, a menudo asociadas a areas con hemorragia,
fibrosis, degeneracion quistica e inflamacioén”. En las tiroiditis también se
ha descrito que son ricas en cé¢lulas de Hiirthle, las cuales son
probablemente blancos para la expresion de galectina-3. Nosotros también
hemos encontrado tincién positiva para la galectina-3 en macrofagos
presentes en lesiones benignas, pero con ausencia de expresion en las

células foliculares.

Para los adenomas foliculares se han publicado datos con mas variabilidad
en la expresion de esta lectina. Hay autores como Inohara et al, Saggiorato
et al y Kawachi et al que no encuentran inmunorreactividad para la
galectina-3 en ninguno de los 39, 69 y 25 adenomas foliculares analizados
respectivamente. Fernandez et al también encontraron que todos los
adenomas eran negativos, pero solo analizaron 8 casos. Sin embargo, la
mayoria de las publicaciones sefialan tincién positiva en algunos de los

1 : 118,119,120
adenomas que incluyeron en el estudio™ ™

con porcentajes que
varian del 2% al 45%, llegando algunos autores hasta cifras del 71% (23/32
casos). Aquellos investigadores que publican de manera independiente los

J . 100,,116,121,122
adenomas de células de Hurthle " >

encontraron en general que
estos presentaban porcentajes mas elevados de tincidn positiva para la
proteina que el resto de los adenomas (entre el 7-83%), excepto Saggiorato

et al que no encontrd tincidon en ninguno de los seis casos analizados.
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En nuestro estudio analizamos 42 muestras histologicas de adenomas
foliculares y 11 casos de adenomas de células de Hiirthle. Nuestros
resultados estan en la linea de la mayoria de las publicaciones, ya que solo
apreciamos galectina-3 en cuatro de los 42 adenomas (9%) y en dos de los
11 adenomas de células de Hiirthle (18.8%). Queremos resaltar que todos
los adenomas de nuestra serie que mostraron inmunorreactividad para la
galectina-3 s6lo presentaban tincion en menos del 10% de las células y que
¢sta era focal, localizada en la proximidad de la céapsula del nodulo,

: c 1 ~ 100,114,118
coincidiendo con lo sefialado por otros autores .

El hallazgo de adenomas foliculares inmunorreactivos para la galectina-3
es un hecho actualmente ain poco entendido; pudiendo tratarse de
verdaderos falsos positivos para la inmunohistoquimica, o bien representar
lesiones que tengan un potencial biologico maligno en ausencia de signos
morfoldgicos de crecimiento invasivo, pero con la evidencia molecular de
transformacion maligna. Por todo ello, varios autores han sefialado como
hipotesis la posibilidad de que la expresion de galectina-3 en algunos
adenomas que muestran rasgos tipicos de malignidad pueda indicar una
incipiente transformacion maligna y por tanto una potencial conversion a
carcinomas, por lo que estas lesiones deberian ser susceptibles de un

. , . . . 117,118,119,120
seguimiento clinico mas estricto .

Orlandi et al apreciaron en los adenomas que expresaron galectina-3 rasgos
tipicos de malignidad, como el incremento de la relacion nucleo-
citoplasma, hipercelularidad y un aumento de las mitosis, aunque no
pudieron demostrar invasion de la cépsula ni de los vasos sanguineos, por
lo que fueron diagnosticados de adenomas. Posteriormente, otras
publicaciones también refirieron cambios como penetracion capsular

minima en los adenomas que muestran inmunorreactividad para la
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galectina-3"'%. Ademas, Weber et  al observaron que en aquellas lesiones
benignas que expresaban galectina-3 la tincion estaba restringida a las
células foliculares que mostraban alguno de los rasgos citoldgicos tipicos
del carcinoma papilar, los cuales a causa de su poco desarrollo y
distribucion focal no fueron suficientes para dar lugar a un diagndstico de
carcinoma. Recientemente, Nucera et al publicaron que el porcentaje de
adenomas foliculares con atipias nucleares que expresaban galectina-3 era
mucho mas alto que en aquellos que no las presentaban (83% versus 31%),
siendo similares a las del carcinoma papilar. Por otro lado, Jarubiak-
Wielganowicz et al no sefalan ningun rasgo sugestivo de malignidad en los
adenomas con expresion de galectina-3. En nuestro estudio, en ninguno de
los cuatro casos de adenoma folicular ni de los dos casos de adenoma de
c¢lulas de Hiirthle que fueron galectina-3 positivos se apreciaron signos de

malignidad.

Estos datos sugieren que esta proteina podria estar relacionada con la
activacion de oncogenes implicados en la tumorogénesis tiroidea,
contribuyendo activamente a la adquisicion y mantenimiento de un
fenotipo maligno. Este concepto esta apoyado por la inmunolocalizacién de
la galectina-3 a nivel perinuclear encontrada tanto en las neoplasias
diferenciadas como en los adenomas con atipias, y que recientemente se

123 .
. También

describio en lineas celulares del carcinoma de mama humano
se describe expresion de galectina-3 en las células foliculares que estdn en
areas focales de inflamacion, tanto en células sin atipia citologica como en

células de Hiirthle.
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La explicacién mas probable que dan algunos autores para esta expresion
en células foliculares no neoplasicas en un drea de inflamacién es la
neosintesis bajo la influencia de citoquinas secretadas por las células
inflamatorias o la simple permeabilidad de galectina-3 (secretada
abundantemente por los linfocitos) hacia las células foliculares cercanas.
Debido a los rasgos de benignidad que presentan estas células foliculares,
la positividad de la lectina en lesiones inflamatorias no deberd de crear
ningun problema diagnostico. Prassad et al'** han encontrado que en las
tiroiditis de Hashimoto, aquellas células foliculares que presentan
alteraciones nucleares semejantes a las de los carcinomas papilares
expresaban galectina-3, pero no las células foliculares normales, siendo
otro dato que también sugiere que esta lectina puede ser un marcador

sensible y precoz de transformacion maligna.

Como consecuencia de estas observaciones es importante sefialar que el
tipo de técnica utilizada en la deteccion de la galectina-3 tiene una crucial
importancia, ya que la inmunohistoquimica, a diferencia de la RT-PCR nos
informa de la localizacion de la tincidn, puesto que nos permite ver
especificamente que tipos celulares se tifien. Esto es muy relevante cuando
evaluamos las neoplasias tiroideas benignas ya que las células epiteliales se
encuentran rodeadas por células del estroma tiroideo (fibroblastos, células
endoteliales y c€lulas musculares lisas) que pueden expresar galectina-3, o
bien estar dentro de un area con células inflamatorias como histiocitos o
polimorfonucleares que también son reactivos para la lectina. Por tanto, si
estamos utilizando una técnica que no nos permita distinguir los diferentes
tipos celulares que muestran la tincion obtendriamos resultados falsos

positivos.
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1.3. - EXPRESION EN CARCINOMAS PAPILARES

Los carcinomas papilares presentan habitualmente menos problemas
diagnosticos que otros carcinomas tiroideos diferenciados ya que su
distinciéon es relativamente sencilla atendiendo a sus rasgos nucleares
tipicos. El principal problema estd en la identificacion de la variante

folicular del carcinoma papilar.

En nuestro estudio, las 30 muestras histologicas correspondientes a
carcinomas papilares fueron todas positivas para la galectina-3. Estos datos
coinciden con los publicados por otros autores, que refieren que todos””o
casi todos’ los carcinomas papilares expresan galectina-3. Bartolazzi et al,
en el mayor analisis realizado hasta la fecha con galectina-3 en tiroides
humano estudiaron un total de 1009 lesiones tiroideas tanto en muestras
histolégicas (618) como en citologicas (165 bloques celulares y 226 en
fresco) obtenidas preoperatoriamente por PAAF. Encontrd que de los 201
carcinomas papilares, solamente seis fueron negativos y mostraron

inmunotincidn positiva 195 muestras (97%).

En contraste con estos resultados, De Ledn-Mazariegos et al comunica
porcentajes de tincidn positiva para esta proteina solamente del 66%.
Cvejic et al'® analizaron la expresion de galectina-3 en 202 casos de
carcinoma papilar, relaciondndolo con el patrén de crecimiento
histomorfoldégico (carcinoma papilar clasico, variante folicular de
carcinoma papilar y variante folicular de carcinoma papilar con areas de
patron de crecimiento so6lido), con la invasion extratiroidea, el tamafio del
tumor y la presencia de metastasis linfaticas. Sefialan que la expresion de la
galectina-3 esté relacionada con el patron de crecimiento, estando presente

en el 98% de los carcinomas papilares clasicos, en el 85% de la variante
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folicular del carcinoma papilar y solamente en el 50% de la variante
folicular con areas de crecimiento sélido. No encontraron relacion con el
tamafio del tumor, con la invasion extratiroidea ni con la presencia de
metdstasis ganglionares. Otros autores’ también sefialan que en el subtipo
variante folicular del carcinoma papilar, encuentran mas casos negativos
que en el resto de los carcinomas papilares y con una tincion mas débil. En
nuestro estudio no encontramos diferencias en la expresion de galectina-3
entre los diferentes subtipos de carcinoma papilar, presentando todos un

comportamiento semejante.

Gaffney et al'®® en un trabajo realizado sobre tumores papilares,
encontraron que los tumores trabeculares hialinizantes (considerados por
sus rasgos morfoldgicos como una variante de carcinoma papilar), tenian
un patron de expresion de la galectina-3 intermedio entre los tumores
tiroideos benignos y malignos, ya que aunque se tifieron positivamente el
86% de ellos, esta tincion era claramente menos intensa que en los
carcinomas papilares tipicos. Otra rara variante de carcinoma papilar es
la variante macrofolicular, de la que se han publicado poco mas de 40
casos en la literatura. Debido a su patron histologico, puede ser dificil
diferenciarlos de lesiones benignas (bocios, adenomas macrofoliculares,
enfermedad de Graves-Bassedow o nddulos hiperplasicos). Lugli et al'?’
realizaron un estudio con galectina-3 en tres casos de estos tumores y
encontraron que eran reactivos para la proteina, sin apreciar diferencias con
el resto de los carcinomas papilares. En nuestro estudio no encontramos

ningin caso de tumor trabecular hialinizante ni de carcinoma papilar

variante macrofolicular.

Una variante de carcinoma papilar que merece una especial atencion es el

carcinoma micropapilar, que presenta controversias concernientes tanto a
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su comportamiento bioldgico como a su manejo clinico. Aunque la mayoria
de los microcarcinomas permanecen clinicamente silentes y son detectados
accidentalmente en las necropsias, otros pueden corresponder a un
carcinoma papilar en fase inicial, por lo que se han intentado identificar
marcadores que puedan predecir un comportamiento agresivo en esta
variante de tumores papilares. Cvejic et al'*® publicaron en un reciente
estudio la expresion de galectina-3 en este grupo de tumores. Analizaron la
inmunorreactividad para la lectina en 63 casos de pacientes que habian sido
intervenidos de tiroidectomia por enfermedades benignas y cuyo estudio
histopatoldgico mostrd la presencia de un carcinoma micropapilar. Los
tumores tenian un tamafo entre 2 y 10 mm y fueron multifocales en 24
casos. Fueron inmunorreactivos para la galectina el 80% de ellos (51 de
63). Senalan como un dato significativo que de los 12 casos negativos, 10
no tenian proyecciones papilares, siendo positivos practicamente la
totalidad de los que presentaban una arquitectura papilar. También sugieren
que la expresion de galectina-3 en los microcarcinomas no estéa relacionada
con la aparicion de metastasis linfaticas, ya que aunque los tres casos que
tenian metastasis eran galectina-3 positivos, los restantes 48 casos positivos
no tenian afectacion ganglionar. Ellos concluyen que la positividad para la
lectina no parece estar relacionada con el crecimiento tumoral o Ia
agresividad de los microcarcinomas papilares pero que refleja la
inestabilidad del genoma de las células tiroideas con transformacion
maligna. En nuestro estudio no presentamos ningin caso de carcinoma

micropapilar.

Como dato interesante mencionar que Inohara et al sefialan un caso donde

en la misma pieza quirdrgica se presentaba simultdneamente un adenoma

91



Discusion

benigno y un carcinoma papilar. Solo el carcinoma fué positivo para
galectina-3, mientras que el adenoma no presento tincion. En otro caso del
mismo autor, con el diagnostico en el mismo individuo de un carcinoma

papilar y un carcinoma folicular ambos fueron positivos.

En términos generales podemos decir que casi la totalidad de las
publicaciones revisadas estdn de acuerdo en que los carcinomas papilares
muestran una intensa y constante expresion de galectina-3, encontrandose

nuestros datos en concordancia con lo referido en la literatura.

1.4. - EXPRESION EN CARCINOMAS FOLICULARES

Los carcinomas foliculares, como hemos sefialado previamente, se
diferencian de los adenomas por la existencia de invasién vascular y
capsular. Segun la extension de esta afectacion capsular se clasifican en
carcinomas foliculares minimamente invasivos (CFMI) que suponen
aproximadamente el 50% del total y en carcinomas foliculares
extensamente invasivos. Los CFMI aunque presentan de manera
inequivoca infiltracion de los vasos sanguineos y/o invaden el espesor
completo de la cépsula, son tumores groseramente encapsulados que
muestran rasgos citologicos que se solapan con los adenomas foliculares, lo
que hace que el diagnostico diferencial sea en ocasiones dificil en muestras

129
. En estos casos

histopatoldgicas e imposible en muestras citologicas”
disponer de marcadores moleculares expresados de forma diferente en las
lesiones benignas y malignas seria de una importancia capital, pues nos

permitiria hacer un diagnostico mas seguro.
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Sin embargo, no todos los autores estan de acuerdo en que la galectina-3
sea un marcador fiable de malignidad en los carcinomas foliculares, ya que
encuentran que su expresion no es tan constante como en los carcinomas

papilares.

En nuestro trabajo de investigacion estudiamos en muestras histologicas 12
casos de carcinoma folicular extensamente invasivo y 14 de CFMI. Todos
los carcinomas foliculares extensamente invasivos mostraron tincion
positiva para la galectina-3 y 12 de los 14 CFMI mostraron reaccion
positiva, siendo dos negativos. Por tanto, la positividad del total de los

carcinomas foliculares de nuestro estudio fue del 92.4%.

Cuando comparamos nuestros datos con los publicados en la literatura,
observamos que la galectina-3 en los carcinomas foliculares esta
inconstantemente expresada en los resultados obtenidos por los diferentes
autores. Algunos como Gasbarri et al , Xu et al e Inohara et al encontraron
positividad en el total de los 14, 7 y 8 casos respectivamente, mientras que
otros como Fernandez et al, Weber et al y Cvejic et al s6lo apreciaron
tincion para la galectina-3 en 4/8, 4/9 y en 11/15 muestras respectivamente.
Bartolazzi et al estudiaron un total de 70 carcinomas foliculares que
incluian los subtipos ampliamente invasivo, y las variantes oncocitica o de
c¢lulas de Hiirthle y el CFMI. Encontraron que 67 fueron inmunorreactivos

para la galectina-3, lo que representa el 95% del total.

Saggiorato et al analizaron 17 CFMI tanto en muestras histologicas como

en bloques celulares citologicos, encontrando tinciéon positiva para la

93



Discusion

galectina en todas las muestras quirurgicas. Ademas apreciaron diferentes
patrones de expresion de la lectina para cada subtipo folicular histolégico,
comunicando un alto nivel de tinciéon para los carcinomas de células de
Hiirthle, un nivel medio para los bien diferenciados y un nivel de expresion
bajo para el subtipo trabecular. Orlandi et al también consideran que los
carcinomas foliculares pobremente diferenciados expresan galectina-3
menos intensamente o no la expresan cuando los comparamos con
neoplasias bien diferenciadas. Ito et al'™® en un reciente estudio realizado
en 260 tumores foliculares con diferentes grados de invasion vascular y
capsular encontraron que el nivel de expresion de galectina-3 se incrementa
significativamente cuando aumenta el grado de invasién capsular o
vascular del tumor. Sin embargo, obtuvieron valores de sensibilidad y
especificidad tan solo del 68% y 57% respectivamente. Seglin estos
autores, estos datos sugieren que la galectina-3 estd implicada en la
transformacion maligna de los adenomas a carcinomas, (aunque se
desconoce como esta molécula contribuye a la malignizacion), si bien
parece que no todos los casos requieren la galectina-3 para esta
transformacion maligna. Otras publicaciones sefialan también menos
porcentajes de expresion de galectina-3 en los CFMI comparado con los

carcinomas foliculares extensamente invasivos’.

De los 14 casos de CFMI de nuestro estudio, 12 fueron inmunorreactivos
para la galectina-3, lo que representa el 85.7%. De ellos siete mostraban
tincion difusa en mas del 50% de las células, tres entre el 11-49%, y
solamente dos en menos del 10%. Nuestros resultados son semejantes a los
de Saggiorato et al, pero difieren de los que encuentran menos expresion de

galectina-3 en estas neoplasias”.
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La falta de expresion de galectina-3 de algunos de los carcinomas
foliculares podria explicarse por el patron de tincidn que presenta este tipo
histologico, que aunque es predominantemente difuso, en muchas
ocasiones puede ser focal, dando lugar a situaciones en que las muestras
analizadas correspondan a areas negativas para la galectina, dando un
resultado falso-negativo. Por ello, algunos autores recomiendan que el
estudio de la expresion de galectina-3 en muestras histologicas de
carcinomas foliculares se realice en secciones seriadas, lo que ayudaria a
determinar si las muestras que son negativas corresponden realmente a
carcinomas que expresan la lectina en otras areas’. Un ejemplo clinico de

esta utilidad es el caso publicado por Rosahl et al™'

de una paciente de 50
anos, intervenida de una tiroidectomia subtotal con diagndstico histologico
de adenoma folicular. Seis meses después de la cirugia presentd una
tumoracion en la base del craneo, en cuyo estudio se demostrd una tincion
positiva para la galectina-3. El diagnostico definitivo después del estudio

histopatoldgico de la metastasis fue de carcinoma folicular tiroideo.

Todos estos datos sugieren que la galectina-3 puede ser una herramienta
muy util en el estudio de las lesiones foliculares, especialmente cuando la
evaluacion morfologica completa de los vasos y de la capsula tumoral no
ofrece signos bien definidos de malignidad, lo que implica dificultades en

el diagnostico diferencial entre un adenoma folicular y un CFML.

1.5.- EXPRESION EN CARCINOMAS DE CELULAS DE HURTHLE
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Los carcinomas de células de Hiirthle (células oxifilicas, oncociticas o de
Askanazy) son tumores de origen folicular caracterizados por la presencia
en mas del 75% del area del tumor de una poblacion celular con rasgos
caracteristicos, esencialmente un citoplasma granular rico en mitocondrias.
Se ha sefialado una mayor tasa de recidivas en

estos tumores (debido probablemente a su mayor tasa de multicentricidad)
y mayor incidencia de metastasis ganglionares y pulmonares. Este mismo
patron de células de Hiirthle puede ser encontrado ademds en lesiones
benignas como el adenoma de células de Hiirthle, la tiroiditis de Hashimoto
y los bocios adenomatosos con presencia de células de Hiirthle, lo que hace
que el diagnostico sea en ocasiones dificil de realizar'**. Hay autores
como Niedziela et al que consideran que las células de Hiirthle pueden ser
el blanco de la expresion de galectina-3 incluso en patologia benigna como

las lesiones inflamatorias no neoplasicas de etiologia autoimmune.

En nuestro estudio, hemos analizado la expresion de galectina-3 en siete
casos de carcinomas de células de Hiirthle, encontrando positividad para la
proteina en todos ellos (100%). Cuando revisamos la literatura,
encontramos menos referencias sobre este tipo de tumor tiroideo, casi todas
con series mayores que la nuestra. Volante et al presentan la seria mas
amplia que hemos encontrado con 152 casos de neoplasias de células de
Hiirthle (50 adenomas, 70 carcinomas y 32 casos de variante oncocitica de
carcinoma papilar), encontrando que la sensibilidad para detectar
carcinomas es del 95% (5 casos negativos de 102 muestras analizadas) y la
especificidad del 88 % (44 casos negativos de 50 adenomas). En contraste,
Nascimento et al publican una serie con 17 carcinomas y 14 adenomas de
células de Hiirthle, sefialando que encontraron positividad para la galectina-
3 unicamente en 10/17 carcinomas (59%) mientras que solamente uno de

los 14 adenomas mostr6 inmunorreactividad para la lectina. Nuestros
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resultados con el 100% de los carcinomas de células de Hiirthle expresando

galectina-3 coinciden con los de Volante et al'™ y otros autores”.

Con respecto a la intensidad de la tincion, hay estudios que sefialan que los
carcinomas de células de Hiirthle muestran una tincion mas fuerte que el
resto de los carcinomas foliculares. Nosotros no hemos encontrado

diferencias en la intensidad de la tincidn entre estos carcinomas.

1.6- EXPRESION EN METASTASIS GANGLIONARES DE
CARCINOMAS TIROIDEOS DIFERENCIADOS

Nosotros no estudiamos la expresion de galectina-3 en metastasis de
carcinomas tiroideos, pero algunos autores™ realizaron estudios sobre
adenopatias metastasicas fundamentalmente de carcinomas papilares. La
primera mencion a la expresion en metastasis de esta lectina la realizaron
Xu et al que sefialaron un caso de metastasis ganglionar de un carcinoma
papilar que presentaba tincion positiva para la galectina-3. Posteriormente
Kawachi et al publicaron el primer trabajo especifico sobre la expresion de
galectina-3 en metéstasis ganglionares de carcinomas tiroideos. Analizaron
47 muestras de ganglios linfaticos metastasicos de carcinoma papilar.
Todas las metastasis se tifieron positivamente para la proteina, pero llamo
la atencién que la tincidn era menos intensa en la metastasis que en el
tumor primario. Ademas, cuando comparaban la intensidad de la tincion de
las lesiones primarias que tenian metastasis con aquellas que no las tenian,
encontraron una tincion significativamente mas alta en las neoplasias que
tenian metastasis linfaticas. Posteriormente, Cvejic et al en un estudio en el
que analizaron la expresion de galectina-3 en carcinomas papilares con y

sin metastasis linfaticas sefialan que no encontraron diferencias en la
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intensidad de la tincion entre ellos. Fernandez et al comunican dos casos de
metastasis ganglionar de carcinoma papilar que fueron inmunorreactivos
para la galectina-3, pero no disponian del tumor primario para su

valoracion.

Otras publicaciones sefnalan en algunos tumores de la economia una
expresion de galectina-3 significativamente mdas elevada en estadios
avanzados, como en el carcinoma colorrectal estadio D de Dukes respecto a
otros estadios mas precoces, y en los astrocitomas de alto grado en

. - 133
comparacién con los de bajo grado’ ™.

Estos resultados sugieren que la galectina-3 juega algun papel relacionado
con la transformacion maligna de células tumorales y su progresion hacia
metastasis, en algunos tipos de células y tejidos, aunque esto aun no ha
sido establecido totalmente en los tumores tiroideos’. Takenaka et al"** en
un estudio realizado sobre lineas celulares fetales de estirpe folicular
tiroidea, sefalan que la sobreexpresion de galectina-3 confiere un fenotipo
maligno en estas células, y que probablemente juegue un importante papel
en la transformacién maligna de las células foliculares tiroideas. El
mecanismo por el cual esta proteina transforma las células foliculares
tiroideas permanece aun desconocido, aunque podria ser debido a la accion
antiapoptotica de la molécula. También parece probable que la galectina-3
ayude a la formacion y a la supervivencia de embolismos tumorales en la

circulacion que conducen a la patogénesis de las metastasis.

Es bien conocido que los carcinomas papilares metastatizan
preferentemente en los ganglios linfaticos, siendo clinicamente evidentes
entre el 30-60% de los casos mientras que los pacientes con un carcinoma

folicular en una proporcion entre el 5-33% presentan metastasis a distancia,
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fundamentalmente en hueso y pulmoén. Estas diferencias sugieren la
presencia de diferentes mecanismos en la produccion de las metéstasis, por
lo que en el futuro seran necesarios mas estudios que nos permitiran
avanzar en el conocimiento de la progresion tumoral de los carcinomas

tiroideos.

1.7.- EXPRESION EN CARCINOMAS ANAPLASICOS

Los carcinomas anaplésicos, aunque indiferenciados, derivan como el
carcinoma folicular y papilar del epitelio folicular tiroideo, por lo que
expresan igualmente galectina-3. Son neoplasias menos frecuentes que los
carcinomas diferenciados y en nuestro estudio hemos dispuesto de menos

muestras.

Analizamos la expresion de la galectina-3 en seis casos de carcinoma
anaplésico, mostrando todos ellos tincidon positiva. Estos resultados
coinciden con los de la mayoria de las publicaciones que encuentran
positividad en todos o casi todos los carcinomas anaplasicos™”. Aunque
algunas de estas publicaciones sefialan que los carcinomas anapléasicos
expresan una intensidad de tincién mas débil que los carcinomas tiroideos
diferenciados, nosotros observamos solamente un caso con tincion débil,

presentando los cinco restantes tincidn moderada o fuerte.

1.8.- EXPRESION EN CARCINOMAS MEDULARES

En lo que respecta a los carcinomas medulares, originados en las células C

del tiroides, se han descrito diferentes niveles de expresion para la
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galectina-3, aunque la mayoria de los autores presentan pocos casos. Cvejic

et al'®

en un trabajo del afio 2000 estudiaron 20 casos de carcinoma
medular esporadico, y encontraron que 16 tumores presentaban tincion
positiva que variaba de débil a moderada en la mayoria y en solo dos casos
se aprecid tincion fuerte. Ademas, cuando la expresion de la proteina fue
analizada en relacion al estadio tumoral se observo que los estadios mas
avanzados, (con metastasis linfaticas) mostraban frecuentemente una
tincién mas intensa que aquellos sin metastasis. Posteriormente, Faggiano

et al'*

estudiaron la expresion de la galectina-3 en 34 muestras de
pacientes que procedian de familias con carcinoma medular y que habian
sido intervenidos de una tiroidectomia profildctica bien por una mutacion
del gen RET y/o por niveles incrementados de calcitonina en el plasma
(25 carcinomas medulares y 9 casos de hiperplasia de células C).
Apreciaron tincion positiva en casi todos los carcinomas medulares (23/25)
y en ningun caso de hiperplasia de células C. Interpretan estos resultados
como una progresion de la hiperplasia de células C (negativas para la
proteina) a lesiones malignas con una expresion progresivamente
incrementada de galectina-3. Esta hipotesis es consistente con los

resultados de Cvejic et al que encuentra expresion mas intensa en los

estadios tumorales mas avanzados.

Nosotros no hemos encontrado inmunorreactividad para la galectina-3 en
ninguno de los seis carcinomas medulares estudiados, coincidiendo con
otras publicaciones que tampoco sefalan positividad en este tipo de tumor’
o solo la refieren en un pequefio porcentaje de casos™. Esta ausencia de

expresion de la galectina-3 podria explicarse segun algunos autores por el
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diferente origen de las células de las que deriva el carcinoma medular
(cresta neural), aunque ello no estd claramente establecido a tenor de los
resultados obtenidos por los diferentes autores. Otras posibilidades para
estas discrepancias en los resultados de la expresion de la galectina-3 en
carcinomas medulares podrian ser debidos a problemas en la realizacion de

la técnica o que se trate de verdaderos “falsos negativos”.
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2.- EXPRESION EN MUESTRAS CITOLOGICAS OBTENIDAS
MEDIANTE PAAF

A pesar de que el estudio citologico es fundamental en el diagnostico
preoperatorio de los nddulos tiroideos, en nuestra busqueda bibliografica
hemos encontrado menos trabajos de investigacion enfocados al estudio de
la galectina-3 en muestras obtenidas mediante PAAF que sobre muestras
histolégicas. El primer estudio del que tenemos referencia en PAAF lo
realizaron Orlandi et al en 1998, y en una revision hasta la actualidad so6lo
hemos encontrado otras diez publicaciones sobre estudios
inmunohistoquimicos en material obtenido de puncion, siendo este uno de

los motivos que impulsaron la realizacion de este trabajo.

En nuestro estudio analizamos prospectivamente la expresion de
galectina-3 en 92 muestras de material citologico procedente de PAAF de

nodulos tiroideos.

2.1.- EXPRESION EN TEJIDO TIROIDEO NORMAL

Se realiz6 inmunotincidén en 10 muestras de tejido tiroideo normal, sin que
ninguna de ellas presentara positividad para la galectina. Coincidimos en
los resultados con los de Orlandi et al, inico autor que public6 datos sobre
la expresion de esta proteina en citologia de tejido tiroideo normal, ya que

tampoco encontrd ningiin caso positivo.
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2.2.- EXPRESION EN LESIONES BENIGNAS

En las citologias correspondientes a los tres casos cuyo diagnostico
anatomopatologico definitivo fue de Enfermedad de Graves-Bassedow no
se observo tincion positiva para la galectina-3. No encontramos datos

referentes a esta patologia en las articulos publicados hasta la fecha.

De los 21 casos de hiperplasia nodular estudiados, solamente fue positiva
una muestra (4% del total), con menos del 10% de las células tefiidas.
También en el caso de las tiroiditis de Hashimoto, s6élo encontramos tincidén
positiva en una de las seis lesiones estudiadas. Bartolazzi et al presentan la
serie mas amplia de lesiones benignas no neoplasicas con 189 casos de
hiperplasias nodulares y tiroiditis sin encontrar inmunorreactividad para la
galectina-3 en ninguna muestra. Otros autores, con menos casos estudiados
tampoco encuentran positividad en estas lesiones, o refieren como nosotros

un resultado positivo débil en casos aislados™.

En lo que respecta a los adenomas foliculares, analizamos la expresion de
galectina-3 en 20 muestras, y observamos tincidon positiva en tres casos
(15% del total de adenomas). En todos ellos la tincién solamente se
observd en menos del 10% del tejido. Resultados semejantes son sefialados
por otros autores, que encuentran cifras de positividad del 0% al 21% en
los adenomas estudiados™” Todas las publicaciones referidas a
citologias procedentes de PAAF han estudiado casos de adenoma folicular,
pero solo dos autores mencionan como una entidad independiente los
adenomas de células de Hiirthle. Bartolazzi et al en 15 de estas lesiones,

solamente encontraron dos positivas, y de 70 adenomas foliculares cinco

reactivos para la lectina (8%). Saggiorato et al sefialan positividad en tres
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casos de nueve adenomas de células de Hiirthle, todos ellos con atipias
celulares, y solamente dos eran positivos (ambos con atipias celulares) de
43 adenomas foliculares. Collet et al"*® realizaron un estudio en 135
muestras citoldgicas obtenidas mediante PAAF sefialando que el 94% de
las lesiones benignas fueron negativas para galectina-3. No especifican que
tipo de lesiones fueron analizadas, solo mencionan dos casos con
diagnodstico por PAAF de “indeterminado grado de malignidad” que
correspondieron en el estudio histolégico a un adenoma folicular y un

adenoma de células de Hiirthle y que fueron positivas para la galectina-3.
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2.3.- EXPRESION EN CARCINOMAS

2.3.1- Carcinoma papilar

El diagnoéstico histopatoldgico definitivo de carcinoma papilar después de
la reseccion quirargica se realizo en 17 de los nodulos tiroideos que fueron
estudiados mediante PAAF. El estudio inmumohistoquimico con
galectina-3 de estas muestras citoldgicas reveld tincion positiva en todos

los casos (100%), la mayoria con tincion en mas del 50% de las células.

Cuando comparamos nuestros resultados con otras publicaciones,
observamos que la mayoria de los autores sefialan cifras idénticas a las
nuestras, con el 100% de casos positivos™ (incluyendo seis carcinomas
papilares variante folicular publicados por Saggioratto et al), o porcentajes
ligeramente menores, pero siempre superiores al 90%">*"**. Solo Mills et
al obtuvieron porcentajes sensiblemente inferiores (50%), para los cuatro
casos de carcinoma papilar que analizaron en muestras procedentes de
PAAF.

Pisani et al'*’

publican un caso de carcinoma papilar tiroideo oculto en una
paciente de 36 afios que presentaba dos nodulos de 0.2 y 0.6 cm en un
l6bulo tiroideo, con citologia morfologicamente dudosa, pero con
expresion positiva de galectina-3 en la extension citoldgica obtenida
mediante PAAF. Tras la tiroidectomia se confirmé la presencia de dos

carcinomas papilares subcentimétricos dentro del l6bulo tiroideo, apoyando

estos resultados la utilidad del anélisis de la galectina-3 en la PAAF.
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Al igual que en las muestras histoldgicas, parece confirmarse que la
mayoria de los carcinomas papilares expresan galectina-3, y que ésta puede

detectarse en muestras citologicas obtenidas por PAAF.

2.3.2.- Carcinoma folicular

Estudiamos mediante PAAF 11 casos diagnosticados definitivamente de

carcinomas foliculares, 10 de los cuales presentaron tincion positiva para la

galectina-3 (90.9%).

Los resultados comunicados por otros autores para la expresion de la
galectina-3 en muestras citologicas de carcinomas foliculares coinciden en
la mayoria de los casos con los obtenidos en nuestro trabajo, con cifras que
oscilan entre el 82 y el 100%. Mills et al so6lo obtienen cifras del 50% de
positividad, y Collet et al sefialan un solo caso positivo de tres carcinomas
foliculares analizados. La mayoria de los trabajos presentan pocos casos de
carcinomas foliculares estudiados en PAAF, excepto Bartolazzi et al y

Saggioratto et al que analizaron 24 y 39 casos respectivamente.

Bartolazzi et al, incluso en los CFMI, que como sefialamos previamente
presentan una de las mayores dificultades diagndsticas, encontraron
positividad para la galectina-3 en el 100% de las seis muestras citoldgicas
analizadas. Saggioratto et al publican 22 CFMI con positividad de la
galectina-3 en 20 casos. Nosotros no encontramos ningin caso de

carcinoma folicular minimamente invasivo en muestras citologicas.

Los casos negativos en las muestras citologicas de carcinomas foliculares,

podrian explicarse, al igual que en las muestras histoldgicas, por la
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expresion focal que en ocasiones presentan este tipo de neoplasias. Aunque
la técnica de PAAF se presupone que aspira material de todo el nédulo, la
limitada cantidad de células o fragmentos de tejido disponible para el
examen citologico no puede ser representativo de la lesion entera. Por ello,
el numero de células epiteliales incluidas en la muestra citoldgica es
importante en la evaluacion inmunohistoquimica de la galectina-3 en este
tipo de tumores. Por tanto, un resultado negativo para la expresion de
galectina-3 en la PAAF en el caso de los carcinomas foliculares no debe ser

. . . <, 140
considerado un resultado negativo por definicion” .

2.3.3.- Carcinoma anaplasico

Solamente disponiamos de cuatro casos de carcinoma anapldsico en
muestras citologicas y todos ellos expresaron galectina-3. Al revisar la
literatura encontramos pocos autores’ que hayan incluido en su estudio de
PAAF carcinomas anaplédsicos y en un nimero muy reducido (uno y tres

casos), resultando todos positivos para la proteina.

En este trabajo de investigacion no analizamos en PAAF ningtn carcinoma

medular ni ninglin carcinoma de células de Hiirthle

2.4.- EXPRESION EN LESIONES DIAGNOSTICADAS EN PAAF
COMO “SOSPECHOSAS DE MALIGNIDAD”
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En el estudio citologico preoperatorio convencional hay ocasiones en las
que obtenemos un diagnostico de “puncidn sospechosa de malignidad” o de
“indeterminado grado de malignidad” existiendo en la practica clinica
diaria en estos casos una clara necesidad de identificar correctamente estas

lesiones.

En nuestro estudio encontramos 8 casos con diagnostico de PAAF
“sospechosa de malignidad”, siendo la expresion de galectina-3 en estas
citologias negativa en 2 muestras y positiva en 6. El diagnostico
histopatolégico definitivo fue en los 2 casos negativos para la galectina-3
de adenoma folicular, mientras que los otros 6 pacientes que presentaron
tincion positiva para la galectina-3 correspondieron en el diagnostico
histolégico a carcinomas (3 carcinomas foliculares y 3 carcinomas
papilares). En nuestra serie, la expresion de galectina-3 en las muestras
citologicas sospechosas de malignidad se correlaciond de manera adecuada
en todos los casos, ya que ninguna de las lesiones benignas expreso

galectina-3 y si lo hicieron todos los carcinomas.

Collet et al publicaron recientemente un trabajo sobre la expresion de
galectina-3 en 34 lesiones con diagnostico de “indeterminado grado de
malignidad”. En el diagnostico histologico 22 casos eran benignos y 12
casos malignos. Mostraron positividad para la galectina-3 once muestras;
nueve malignas y dos benignas (un adenoma folicular y un adenoma de
células de Hiirthle). Ademas, tres casos de carcinoma fueron negativos.
Gasbarri et al sefiala que de las 14 muestras de PAAF “sospechosa de
malignidad” que analizaron once eran histologicamente benignas y tres
eran carcinomas foliculares. Todas las lesiones benignas fueron en el

estudio citolégico galectina-3 negativas, y los tres carcinomas galectina-3
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positivos, obteniendo como nosotros una correlacion en el 100% de los

casos entre y malignidad y expresion positiva de galectina-3.

Estos resultados nos hacen pensar, coincidiendo con otros autores’ que
aquellos pacientes con citologias en las que se aprecian células foliculares
morfologicamente dudosas (citologia “sospechosa de malignidad”) podrian
ser programados para cirugia con mas seguridad cuando se detecta la
presencia de cé€lulas foliculares positivas para la galectina-3. No obstante,
cuando la sospecha clinica es refrendada por el estudio citolégico, las
lesiones deberdn ser remitidas al cirujano aunque sean galectina-3
negativas. Sin embargo, en aquellos casos en los que no hay acuerdo,
creemos que examenes clinicos repetidos, junto a wuna citologia
convencional mediante PAAF y la evaluacion de la galectina-3 podran

decidir mejor la actitud terapeutica a seguir.
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3.- PERSPECTIVAS FUTURAS

De los datos obtenidos en nuestro estudio y de las observaciones sefialadas
por otros autores, podemos deducir que la galectina-3 es altamente sensible
y especifica en la diferenciacion de lesiones benignas y malignas de la
glandula tiroides. No obstante, no es un marcador infalible, pues existen
algunos casos con limitaciones en el diagndstico, por lo que es necesaria la
busqueda de nuevas alternativas y marcadores que incrementen la exactitud

diagnostica.

No hemos encontrado en nuestra busqueda bibliografica ningiin otro
marcador que presente mejores, ni incluso iguales resultados, a los
obtenidos con la galectina-3. En las publicaciones mas recientes se ha
sugerido la utilizacion de una combinacion de marcadores que nos permita
principalmente evitar los resultados falsos negativos y por tanto aumentar
la eficacia fundamentalmente en el diagnostico prequirurgico de los
nddulos tiroideos. Varios marcadores han sido utilizados asociados a la
galectina-3 con este proposito, tanto en muestras histologicas como
en citologia procedente de PAAF, destacando la fibronectina-1,

citoqueratina-19 y el HBME-1".

Volante et al estudiaron la expresion de galectina-3 y HBME-1 en 152
muestras histologicas de tumores de células oncociticas y sefalan que la
sensibilidad de la galectina en el diagnostico de estos tumores es del
95.1%, incrementdndose hasta el 99% con la combinacion de galectina-3 y
HBME-1. Un dato que llama la atencion es la baja sensibilidad del
HBME-1 utilizado de forma aislada (52.9%), que no obstante fué capaz de

reconocer tres de los cuatro carcinomas galectina-3 negativos. Este hecho
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segun los autores podria sugerir la presencia de un fenotipo alternativo en
la tumorogénesis de un pequefio grupo de estos tumores. La existencia de
dos vias patogénicas alternativas y no solapadas en el origen tumoral de los
carcinomas foliculares ya habia sido postulado previamente por otros
autores'’', que observaron la presencia de la traslocacion PAXS-
PPARgamma mas frecuentemente asociada al inmunofenotipo “galectina-3
positivo / HBME-1 negativo”, y la presencia de mutacion RAS asociada al
inmunofenotipo “galectina-3 negativo / HBME-1 positivo”. Posteriormente
Prasad et al encontraron positividad en el 100% de los carcinomas
derivados de células foliculares tiroideas en muestras histologicas (incluia
carcinoma papilar, carcinoma folicular, carcinoma oncocitico y carcinoma
anaplésico) utilizando un panel de marcadores compuesto por galectina-3,

HBME-1 y fibronectina-1.

Entre los trabajos publicados s6lo hemos encontrado uno en muestras de
PAAF, realizado por Rossi et al, utilizando una combinacion de
marcadores que incluyen galectina-3, HBME-1 y RET, y consideran que la
utilizacion de este panel de marcadores mejora la exactitud diagnoéstica de
la citologia convencional. Estos datos parecen indicar que en el
diagnostico de los tumores foliculares un conjunto de marcadores,
incluyendo al menos galectina-3 y HBME-1, incrementaria probablemente
la sensibilidad de la técnica inmunohistoquimica hasta casi el 100%,
obteniendo mayor garantia de un diagndstico correcto especialmente en

casos de dificil interpretacion.

Consideramos que el estudio de la galectina-3 puede contribuir en el futuro
a mejorar la exactitud diagndstica de la citologia convencional, asi como a
desarrollar nuevas estrategias terapetiticas en oncologia humana. Seria

interesante evaluar también el potencial diagndstico de las concentraciones
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de galectina-3 en el suero como un indicador especifico de cancer de

tiroides.

Opinamos que son necesarios nuevos estudios para definir el papel exacto
de la galectina-3 en la transformacioén maligna de las células tiroideas, y su
expresion en las neoplasias malignas de la glandula tiroides, usando
métodos tanto inmunohistoquimicos como de biologia molecular
(microarrays de expresion, microarrays CGH...). Seria también deseable
disefiar estudios y ensayos clinicos prospectivos para poder aplicar y

evaluar estos métodos en series clinicas.
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. La técnica inmunohistoquimica para la deteccion de la galectina-3
en lesiones tiroideas es sencilla, fiable y de facil aplicacion tanto en
muestras histologicas como en muestras citologicas obtenidas

mediante PAAF.

. En las muestras histologicas tiroideas, los carcinomas derivados del
epitelio folicular expresaron galectina-3 en el 97% de los casos,
mientras que solamente la expresaron el 8.4% de las lesiones

benignas.

. En las muestras citologicas, la expresion de galectina-3 en los
carcinomas derivados del epitelio folicular fue del 96.8%,
encontrandose expresion en las lesiones benignas solamente en el

10% de los casos.

. La sensibilidad de la galectina-3 en el diagnoéstico histologico de los
carcinomas diferenciados de tiroides es del 97%, y su especificidad

del 94%.

. La sensibilidad de la galectina-3 en el diagnostico citologico
preoperatorio de lesiones tiroideas malignas es del 96.8% y su

especificidad del 91.7%.

114



Conclusiones

6. La sensibilidad de la citologia convencional en la distincion
preoperatoria entre lesiones benignas y malignas obtenida en nuestro
estudio es del 88% (96.8% con galectina-3), y la especificidad del
72% (91.7% con galectina-3), por lo que el analisis de la expresion
de galectina-3 en muestras citologicas de lesiones tiroideas
obtenidas mediante PAAF puede ser util en el diagnostico

preoperatorio de los nodulos tiroideos.
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