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Resumen

La medicina de precision en algunas enfermedades es una realidad; respalda el desarrollo de métodos diagndsticos certeros
y especificos, de nuevas drogas y moléculas. Nuestro equipo de investigacion en México, conformado por investigadores
clinicos y biomédicos, desde hace 20 arios realiza de forma gratuita el diagndstico mutacional del gen RET y su relacion con
el cdncer medular de tiroides y la neoplasia endocrina multiple (NEM) 2 y 3. Las variantes patogénicas de RET en la poblacion
mexicana coinciden con los datos reportados: la mayoria con 634/NEM2 y 918/NEM3. Actualmente se estdn desarrollando
nuevos métodos de nanobiotecnologia para este tipo de determinaciones, de tal forma que puedan obtenerse resultados mas
rapidos, simples, sensibles y especificos aplicables en todo tipo de laboratorio.

Neoplasia de tiroides. Neoplasia endocrina mdltiple. Gen RET. Medicina de precision.

RET gene mutational diagnosis and precision medicine in Mexico

Abstract

Precision medicine is a reality in some diseases; it supports the development of accurate and specific diagnostic methods,
new drugs and molecules. Our research team in Mexico, made up of clinical and biomedical researchers, has been performing
free RET gene mutational diagnosis for medullary thyroid cancer and multiple endocrine neoplasia (MEN) 2 and 3 for 20 years.
RET pathogenic variants in the Mexican population are consistent with reported data: most common mutations are 634/NEM2
and 918/NEM3. Currently, new nanobiotechnology methods are being developed for this type of determination in order to
obtain faster, simpler, more sensitive and specific results applicable in all types of laboratories.

Thyroid neoplasm. Multiple endocrine neoplasia. RET gene. Precision medicine.

la implementacion de la medicina de precision, con el

desarrollo de diferentes métodos moleculares diag-
El proyecto del genoma humano derivd en una ndsticos y terapias blanco, dirigidas a mutaciones o

enorme cantidad de informacion genética, debido fun-  variantes patogénicas."?

damentalmente al desarrollo tecnoldgico de la secuen- A la fecha son varios los ejemplos exitosos: las

ciacion de los acidos nucleicos.! Lo anterior permiti6 mutaciones se usan como marcadores moleculares,
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asi como para el desarrollo tecnolégico de
novedosas drogas especificas o0 nuevas taxonomias
oncogendmicas. Otros ejemplos son el estudio de la
leucemia mieloide cronica relacionada con el cromo-
soma Filadelfia® y del cancer mamario con los genes
supresores BRCA1/2.* Una estrategia mucho mas
compleja que las anteriores es la prueba TMB (tumor
mutational burden), con la que se buscan variantes
patogénicas en mas de 400 genes, para individualizar
el manejo terapéutico enfocado a genes master o
drivers.®® De igual forma ocurre con el cancer medu-
lar de tiroides (CMT), ya que gracias a su asociacion
con variantes patogénicas en el oncogén RET, este
es aceptado como otra prueba molecular en
cancer.’

No cabe duda de que la aplicacion de técnicas
Omicas-moleculares son estrategias fundamentales
para identificar blancos terapéuticos que se adapten
exclusivamente al individuo, por lo que las posibilida-
des son casi inimaginables.®

El gen RETYy su proteina

El protooncogen RET contiene 21 exones y codifica
para una proteina transmembranal de 1114 aminoaci-
dos; en su regién extracelular presenta cuatro domi-
nios tipo cadherina y uno rico en cisteinas, lo que
facilita la dimerizacién del receptor para su activacion;
en la regién transmembranal, yuxtamembranal e
intracelular posee dos dominios de actividad de tiro-
sina cinasa (Figura 1).”8

En las etapas tempranas del desarrollo, RET induce
el crecimiento y morfogénesis del sistema genitouri-
nario, se expresa en la cresta neural y es esencial
para el desarrollo del sistema nervioso entérico.®® En
los adultos actia como proteina de supervivencia de
neuronas centrales y periféricas y se expresa en célu-
las C tiroideas.

Por su importante papel en la morfogénesis y
maduracion, no es sorprendente el papel de RET en
diversas patologias:® RET esta mutado en el cancer
papilar del tiroides®'" y sobreexpresado en enferme-
dades hematologicas® y en carcinoma de pancreas,
pulmén y mama.'>™

Del gen RET al CMT y neoplasias
endocrinas multiples (NEM)

La figura patognomonica del CMT son las células
C parafoliculares alteradas.” En términos genéticos,
el CMT se presenta de manera autosémica

dominante, por lo que 100 % de los sujetos con muta-
cion en RET (heterocigotos) desarrollaran CMT en
algun momento de su vida,'® el cual constituye una de
las principales manifestaciones neoplésicas tempra-
nas en la mayoria de los individuos NEM2 y 3.

Inicialmente, algunas familias NEM2 fueron clasifica-
das incorrectamente con CMT familiar (CMTF), aspecto
de interés clinico ya que es indispensable descartar
oportunamente alteraciones en las glandulas paratiroi-
des, feocromocitomas, etcétera, y definir que los CMTF
son pacientes NEM2 verdaderos.”>'""® En este contexto
y acorde a la Asociaciéon Americana de Tiroides, la
agresividad clinica del CMT depende de la variante
patogénica en RET, conocimiento que ha permitido
formar grupos de riesgo (Tabla 1)."° Independientemente
del tipo de variantes patogénicas presentes, estas
incrementan la vida media de la proteina.

Otro dato clinico de importancia es que en las fami-
lias con CMT se presenta el fendmeno de anticipa-
cién: al heredar la mutacién, el fenotipo se presentara
aproximadamente 10 afios mas temprano que en el
padre o madre afectado, es decir, en cada generacion
el individuo afectado es mas joven.”

El reto es encontrar la variante patogénica en RET.
Ya que estas mutaciones se localizan en sitios calien-
tes, su busqueda y deteccion se facilita tecnoldgica-
mente en los familiares (Figura 1). Estos sitios se
localizan dentro de los exones 5, 8, 10, 11, 13-16,
virtualmente en 100 % de los casos, y son caracte-
risticos para el diagndstico de CMTF, CMT esporadico
o NEM2 y NEM3.!"1516

Correlacion del genotipo-fenotipo de RET

Los estudios genéticos sobre las mutaciones en
RET indican una fuerte correlacion genotipo-fenotipo,
por lo que esta relaciéon es un arma poderosa y su
valor radica en la prediccion del inicio de la enferme-
dad y el prondstico; actualmente se utiliza como una
guia para la intervencion terapéutica y el manejo de
los pacientes.

La complejidad de RET se aprecia en la diversidad
de sus variantes; bases de datos como ARUP o
COSMIC reportan 199, 44.8 % patogénicas, 51.4 %
de significado incierto y el resto de indole benigna.!®*'

Més de 95 % de los pacientes con NEM2 presenta
una de las variantes patogénicas en los codones 609,
611, 618, 620, 630 0 634,22 mientras NEM3 virtual-
mente se asocia al codén 918. Este sindrome se
caracteriza por neuromas mucosos, habitus marfa-
noide, CMT, feocromocitoma, asi como



Gaceta Médica de México.2022;158

0 el s o9 g

Proteina Exones

== 891 (15)p.Ser891Ala
— 918 (16) p.Met918Thr ATG-ACG

634 (11) p.Cys634F/G/R/S/W/Y

TGC-AGC/CGC/GGC/TAC/TCC/TTC/TGG
TCG-GCG

Codon (exdn) variante aa*t codon aa™t, bases nucleotidicas

Esquema representativo del gen RET y su proteina. ldeograma del cromosoma 10 con el patron de bandas G, la flecha indica la posi-
cion citogenética aproximada de RET. A la derecha, esquema representativo de la proteina RET que muestra las distintas regiones proteicas y
los sitios de mutacion correspondientes en los exones (lineas rojas pequefas). En seguida se observan tres ejemplos de la nomenclatura para
las variantes patogénicas de NEM2 y NEM3. Figura tomada y modificada de http://atlasgeneticsoncology.org/index.html.

Recomendaciones para testeo molecular de variantes patogénicas de RETy tiroidectomia profilactica

Muy alto 918 (16) —
Alto 634, 883 (11, 15)
Moderado 533, 609, 611, 618, 620, 630, 631, 666, A los cinco afios

768, 790, 804, 891, 912 (10, 11, 13-16)

A los tres afos

Uno a seis meses
Antes de los 5 afios

Infancia o adolescencia con base en la revision
de los niveles de calcitonina en suero

Las palabras resaltadas con negritas indican el exén donde se localizan los codones de sitios de mutacion

*Exploracién fisica anual, ecografia de cuello y medicién de calcitonina sérica.

**Los pacientes deben excluirse antes de la tiroidectomia si ya presentan feocromocitoma. Estas recomendaciones son acordes con las de la Asociacién Americana de Tiroides (ATA,

American Thyroid Association).™

ganglioneuromatosis gastrointestinal, sin hiperparati-
roidismo. Las primeras manifestaciones se observan
a edad mas temprana que en los pacientes con
NEM2, frecuentemente durante la lactancia, y suelen
acompafarse de estrefiimiento cronico, distension
abdominal, diarrea 0 megacolon al nacimiento.?® Las
proteinas originadas por esas variantes se asocian a
un fenotipo severo y de peor prondstico cuya expec-
tativa de vida no excede de los 20 afios.’

Diagnéstico clinico-molecular de CMT/NEM

El CMT se presenta frecuentemente con la detec-
cién fortuita (incidental) o por palpacién de un nédulo

tiroideo aislado no doloroso o por el crecimiento de
un ganglio cervical. El ultrasonido y la citologia por
aspiraciéon con aguja fina confirman el diagnéstico y
se procede a realizar la tiroidectomia total con disec-
cion selectiva de ambos cuellos por la agresividad
bioldgica de esta neoplasia.®'2223

La metodologia de apoyo diagndstica utilizada en
México para los CMT/NEM se establece con la detec-
cion de los niveles séricos de calcitonina = 10 pg/mL
y del antigeno carcinoembrionario.'

En un esfuerzo para brindar una atencion médica
integral, durante las ultimas dos décadas nuestro
equipo de investigacion esta incluyendo la deteccion
de mutaciones de RET. Para ofrecer un abordaje
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integral y decidir la conducta a seguir, la prueba
molecular se realiza en células sanguineas y tumo-
rales, para discriminar la mutacion en linea germinal
0 somatica.’>"”

El cribado bioquimico en los familiares de un
paciente CMT/NEM2-NEMS se realiza con el método
estandar de determinacion de calcitonina, frecuente-
mente tras la estimulaciéon con pentagastrina; por el
contrario, el cribado molecular se realiza una sola vez
en la vida.

La deteccion temprana permite reducir la morbimor-
talidad, puesto que una pronta tiroidectomia es cura-
tiva en determinados estadios.?*?®* De tal forma,
resulta claro que la determinacion bioquimica combi-
nada con el testeo genético-molecular aumenta la
sensibilidad y agudeza del proceso de tamizaje. En
nuestra experiencia, el testeo molecular solo resulta
de enorme utilidad, mientras que una vez detectada
la mutacién, el paciente es sometido a la determina-
cién de calcitonina con notable costo-beneficio.

Asesoramiento y medicina de precision

Una vez que los pacientes tienen el diagndstico
clinico, altos niveles séricos de calcitonina y el gen
mutado, deben recibir asesoramiento genético debido
a la predisposicion de su descendencia a desarrollar
la enfermedad. En tal caso, todos los familiares de
primer grado del probando deben someterse al diag-
ndstico molecular de RET. En este contexto, depen-
diendo del grado de riesgo por la mutacion, esta
indicada la tiroidectomia profilactica o la diseccion de
los ganglios linfaticos centrales.2®

No obstante, antes de disefar planes de tratamiento
quirdrgico deben sopesarse los beneficios oncoldgi-
cos que se esperan de la operacién contra los ries-
gos. En el beneficio neto de la cirugia profilactica
debe considerarse el riesgo continuo de morbilidad
oncoldgica si no se trata esta patologia, la reduccién
del riesgo relativo del tratamiento (curacién quirdr-
gica, probablemente alta) y el riesgo de dafo del
tratamiento (morbilidad posquirdrgica, probablemente
baja en manos experimentadas).?’” Acorde a lo ante-
rior, hay dos escuelas para actuar éticamente en
estos casos: realizar la cirugia hasta que el portador
presente sintomatologia o efectuar la cirugia profilac-
tica a la edad mas temprana posible.?? La Asociacion
Americana de Tiroides (Tabla 1)'® recomienda que la
tiroidectomia profilactica se efectué durante el primer
ano e, incluso, durante los primeros meses de vida
en nifos que se encuentran en la categoria de muy

alto riesgo (M918T). Los nifios en la categoria de alto
riesgo (C634F/G/R/S/W/Y, A883F) deben someterse
a tiroidectomia profilactica a la edad de cinco anos,
0 antes en caso de que presenten niveles elevados
de calcitonina basal o estimulada. La diseccion de los
ganglios linfaticos centrales se puede aplicar a nifios
con calcitonina > 40 pg/mL o metéstasis en los gan-
glios linfaticos detectada por métodos de imagen. En
este caso, la experiencia quirdrgica del cirujano es
determinante.®

En nifios con riesgo de desarrollo de CMT, el diag-
nostico genético precoz y la cirugia profilactica tem-
prana en manos experimentadas se asociaron a
excelentes resultados entre siete y 16 afos después
del procedimiento. Cuando los nifios eran mayores,
10 afios en comparacion con 6.1 afios, en la tiroidec-
tomia profilactica solo 44/50 (88 %) se curaron bio-
quimicamente, en comparacion con 114/115, 99.1 %.
Estos datos apoyan que un adecuado asesoramiento
y abordamiento diagndstico de la enfermedad se rela-
cionan con tasas de curacion bioquimica de 100 %,
ausencia de enfermedad estructural residual o recu-
rrencia, y rara vez con alguna morbilidad operatoria
permanente.?

El testeo molecular de RET en el Instituto
Mexicano del Seguro Social

El equipo multidisciplinario de investigacion geno-
mica conformado por investigadores clinicos y biomé-
dicos trabaja como Centro de Diagndstico Mutacional
de RET. Para su creacion, fue necesaria la participa-
cién de lideres especialistas de otras entidades del
sector salud, un esfuerzo sin precedentes. El Centro
recopila la informacion para la generacion de bases
de datos y divulgacién de la epidemiologia de CMT-
RET en la poblacion mexicana.

Hasta la fecha, siete familias con CMT/NEM3 no
relacionadas fueron positivas (ATG > ACG) a M918T
somatica y germinal; la mayoria de los sujetos fueron
del sexo masculino (edad = 15 afios) con calcitonina
> 400 pg/mL antes del procedimiento quirdrgico, con
seguimiento por mas de 100 meses. Una paciente
femenina de 59 afos con calcitonina sérica de
2400 pg/mL presentd la mutaciéon somatica; el segui-
miento se prolongd por seis meses. Todos los pacien-
tes fueron sujetos a procedimiento quirdrgico y
presentaron niveles de calcitonina < 10 pg/mL en
controles posteriores. Histoldgicamente presentaron
un patrén de CMT clasico y solo uno con patron
oncocitico.
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Algoritmo sugerido en el diagndstico molecular del gen RET. Se muestra la estrategia para el testeo molecular en la deteccion de
variantes patogénicas del gen RET. En el recuadro se observan los principales sintomas sugerentes de CMT, NEM2 y NEM3. Estos sindromes
se descartan con el diagndstico clinico. En caso positivo se procede al testeo molecular. La deteccion de la mutacion se debe realizar a partir
de una muestra de sangre (germinal) y de tejido (o incluido en parafina, somatico). De las muestras se extrae el ADN, el cual se somete a
amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Posteriormente se realiza la secuenciacion del ADN amplificado, con lo que se
genera el electroferograma, como se muestra en la figura. La prueba positiva en sangre es indicativa de mutacion germinal o del tipo heredable,
por lo que se debe efectuar un tamizaje con esa misma mutacion en cada uno de los familiares del probando; en los sujetos positivos se sugiere
asesoramiento genético y quirdrgico. El resultado negativo para mutacion en sangre y tejido es indicativo de cancer no asociado a RET y de

cualquier otro tipo de mutacién en otros genes.

Familias mexicanas con CMT/NEM2

Se han estudiado més de 20 familias CMT/NEM2
no relacionadas, la mayoria positivas para las varian-
tes C634R, dos C634W y una C634T, todas con la
histologia de patrdn clasico.

Especialmente de una familia con mas de 20 afios
de seguimiento se obtuvo informacion clinica valiosa;

se tratd de 50 miembros estudiados que correspon-
dieron a cinco generaciones. Inicialmente fue diagnos-
ticada como CMTF, con cinco miembros C634R
(soméatica y germinal) positivos. Por presentar la muta-
cion germinal, todos los integrantes con vinculos san-
guineos (primos, hermanos, tios, sobrinos, hijos)
fueron sujetos al testeo molecular. De esta forma, se
identificaron 15 portadores de la mutacién, cinco
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menores de tres afos quienes fueron sujetos a tiroi-
dectomia profilactica. Las piezas quirurgicas mostra-
ron hiperplasia de paratiroides. En el seguimiento
aproximado de 16 afios, todos reportan curacion bio-
quimica, ausencia de enfermedad residual y ninguna
evidencia de recurrencia (datos en proceso para publi-
cacion), resultados que concuerdan con los de una
revision europea. A los de ocho afios del diagnéstico
inicial, el probando debuté con feocromocitoma, por
lo cual esta familia se clasifico6 como NEM2. Con el
analisis genético se logré identificar que la variante
C634R se presenta con alta penetrancia, 79 % a la
edad de 30 afios.” Con estos resultados sugerimos
que los pacientes positivos para dicha variante debe-
rian ser reclasificados como NEM2, tal como sucede
con la variante C618S.% Esto proporciona evidencia
de que las variantes patogénicas 618, 634 0 918 estan
asociadas a NEM2 o NEM3, respectivamente.

Los datos anteriores haran posible el desarrollo de
técnicas diagndsticas de nueva generacién y adecua-
ciones para sistemas simples, precisos, especificos,
flexibles y econémicos, con el fin de generar progra-
mas y algoritmos accesibles a todos los sectores de
la poblacion (Figura 2).5:29-31

Afortunadamente, los sindromes CMT/NEM2-NEM3
son patologias poco frecuentes®3® que se relacionan
etnogréficamente y cuyas mutaciones se siguen transmi-
tiendo en la actualidad.** Lo anterior se demuestra por
los escasos datos publicados, que representan un lapsus
por la rareza de la frecuencia de estos sindromes, o bien,
por las tendencias de la ciencia,®***” de ahi que se exhorte
a incrementar los estudios sobre estas patologias.

Conclusiones

La medicina de precision en México es una reali-
dad. Como resultado de la revolucidon molecular y
genodmica, la deteccion oportuna de las enfermeda-
des genera la posibilidad de realizar intervenciones
para prevenir la aparicion de sintomas o minimizar su
gravedad.

El conocimiento sobre los cambios genéticos de
cada persona tiene como objetivo ayudar a decidir
cudl tratamiento serd el adecuado o puede tener
mayor probabilidad de funcionar en un paciente
especifico.®%%
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