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Resumen

RESUMEN DE LA TESIS

Antecedentes e Hipotesis

La mejor herramienta para el diagndstico precoz de lesiones tiroideas es el examen citoldgico mediante
puncion y aspiracion con aguja fina (PAAF). Aunque la precisién diagndstica de la citologia mediante
PAAF es elevada, aproximadamente el 10-30% de los nddulos tiroideos sometidos a PAAF son
diagnosticados como indeterminados o no valorables.

La mutacién BRAF** constituye la principal alteracidn genética del carcinoma papilar de tiroides, y se
encuentra en el 45% de los carcinomas papilares de tiroides. Su determinacion en citologias de tiroides
podria detectar carcinoma papilar y/o anaplasico de tiroides preoperatoriamente, redefiniendo el
diagndstico citopatoldgico y reorientando la estrategia terapéutica en pacientes con falsos negativos. La
deteccidén de nuevos casos gracias a la identificacién de la mutacién BRAF'** en la citologia seria de
gran utilidad en la rutina diagnédstica del nédulo tiroideo, ya que podria incrementar la sensibilidad de la
estrategia diagndstica mediante PAAF.

Aunque la presencia de la mutacidén BRAF en carcinoma papilar de tiroides se asocia generalmente
a parametros clinico-patoldgicos de alto riesgo y/o recidiva, su establecimiento como indicador de peor
prondstico es motivo de controversia en la actualidad.

T1799A

Objetivos

Evaluar la utilidad de la identificacion de la mutacion BRAF en citologias de tiroides obtenidas
mediante PAAF durante el protocolo diagndstico preoperatorio de nédulos tiroideos, especialmente en
la deteccién de falsos negativos.

Analizar la asociacidon entre el genotipo del tumor y un comportamiento mas agresivo del carcinoma
papilar de tiroides.
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Metodologia

El punto de partida de nuestro estudio fue la determinacién de la prevalencia y especificidad de la
mutacién BRAF* por el carcinoma papilar de tiroides mediante el andlisis de su estado en pacientes
con diferentes patologias tiroideas durante el periodo 1998-2005 (Fase 1). En la Fase 2, aplicamos la
determinacion de la mutacién BRAF7* 3 pacientes en estudio de nédulo tiroideo durante el periodo
2006-2007, con el fin de averiguar si su introduccion en el protocolo de diagnéstico del nédulo tiroideo
aumenta la sensibilidad de la citopatologia tiroidea para detectar preoperatoriamente carcinoma
papilar. Por ultimo (Fase 3), analizamos la posible asociacion de la mutacion BRAF*** con un
comportamiento mas agresivo del carcinoma papilar de tiroides (edad, sexo, extensidn extratiroidea,

metastasis, estadio, recidiva tumoral, persistencia de enfermedad, etc.).

Resultados

En la Fase 1, encontramos que el estado de la mutacion BRAF fue negativo en el tejido tiroideo
normal, asi como en el tejido tumoral de los pacientes con neoplasias benignas y malignas de tiroides
diferentes de carcinoma papilar. En pacientes con carcinoma papilar de tiroides, la prevalencia obtenida
fue del 46,4%.

En la Fase 2, la inclusion de la determinacion del estado de la mutacion BRAF de forma rutinaria en
las citologias tiroideas aumentd la sensibilidad de la técnica citopatoldgica para la deteccion de
carcinoma papilar desde un 45% hasta un 60%, reduciendo en un 27,3% los falsos negativos.

En la Fase 3, las Unicas variables asociadas estadisticamente con la presencia de la mutacion BRAF
de forma independiente fueron edad superior a 60 afios y tamafio tumoral.
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Conclusiones

La mutacion BRAF es especifica de carcinoma papilar de tiroides, con una prevalencia del 46,4%, y
puede detectarse de forma fiable y representativa en el material procedente de las citologias de tiroides
obtenidas mediante PAAF. Su incorporacion a la rutina diagndstica del nddulo tiroideo incrementa la
sensibilidad de la estrategia diagndstica mediante PAAF, debido principalmente al rescate del 27,3% de
los falsos negativos de la Citopatologia. Aunque se encuentra asociada a parametros de peor prondstico,
como mayor edad y tamafio tumoral, no predice un comportamiento mas agresivo, como metdastasis,
multifocalidad, extension extratiroidea en el momento del diagndstico, ni recidiva tumoral, persistencia
de enfermedad, o necesidad de mas intervenciones quirurgicas/terapéuticas durante el seguimiento.
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ESTRUCTURA FUNCIONAL DE LA GLANDULA TIROIDES

Embriologia y Anatomia

La glandula tiroides es la primera de las glandulas endocrinas en desarrollarse,
aproximadamente a partir del dia 24 de gestacién. Se
origina como una proliferacion de células epiteliales
endodérmicas en el lugar correspondiente al foramen
cecum de la lengua del adulto, que posteriormente
desciende hasta el cuello como un componente del
conducto tirogloso. El diverticulo embrionario
mesodérmico se forma en la linea media entre la
primera y segunda bolsas faringeas, se hace bilobulado,
y permanece conectado a la superficie ventral faringe e
por el conducto tirogloso. Mas tarde se forma el hueso Lébulo derecho
hiodes a partir del segundo arco branquial, delante del mbu;mq:fg:;,%
cual se situa el conducto tirogloso. Normalmente el -
conducto se oblitera, formando un sélido tallo tirogloso Tréquea ————— €28
que se atrofia dejando como vestigio en el 40% —_
individuos un tercer lébulo piramidal que se extiende

hacia arriba desde el istmo interlobular para terminar

en la superficie del cartilago tiroides. (Fisher & Polk,

1989; Mansberger & Wei, 1993).

Las células parafoliculares o células C productoras de la hormona calcitonina se originan de la
quinta bolsa faringea que dara lugar al cuerpo ultimobranquial. Finalmente, células de la cresta
neural migran e infiltran el cuerpo ultimobranquial, el cual se incorpora a la glandula tiroides
junto con las células C.

El tiroides humano se situa frente o alrededor de la trdquea, bajo el cartilago cricoides.
Constituida por dos lIébulos laterales de tejido firme muy vascularizado conectados entre si el
istmo, la glandula normal es suave, de color rojo-pardusco y pesa 15-25 g en areas no
endémicas de bocio. Presenta al corte una aspecto brillante y translicido que le confiere el
coloide. Su capsula es delgada y normalmente incompleta, no se separa facilmente, y contiene
un considerable nimero de canales venosos que se hacen notablemente prominentes cuando
aumenta su vascularizacion (Figura 1.1). La capsula fibrosa estd conectada con tabiques
fibrosos que penetran en el parénquima tiroideo y lo dividen en |ébulos, denominados
tirémeros (Carcangiu 1997; Rosai, 2004).

Histologia

La nodularidad del parénquima tiroideo se ha identificado microscépicamente en
aproximadamente el 10% de las glandulas endocrinolégicamente normales (Brown et al,
1986). La unidad funcional esencial del tiroides es el foliculo, una estructura redonda u ovalada
alineada en una monocapa de células epiteliales que descansa sobre una membrana basal. El
lumen del foliculo contiene coloide, un material viscoso que en su mayor parte estd
compuesto por proteinas secretadas por las células foliculares, incluyendo tiroglobulina (Tg). El
coloide, que es palido eosinofilico en la gldandula secretora activa, adquiere una tincidn
intensamente eosindfila en los foliculos en reposo.

Los foliculos estan separados entre si por tejido fibroconectivo suelto, y presentan un didmetro
medio de 200 um aunque su tamafio puede variar incluso dentro de la misma glandula,
dependiendo del estado funcional del tiroides y la edad del individuo. Aunque existen
variaciones en la forma de los foliculos, los foliculos elongados son una caracteristica de
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condiciones neoplasicas o hiperplasicas, o resultado de la compresién de una masa adyacente
en expansion.

Células Foliculares

Las células epiteliales secretoras que recubren el foliculo se denominan células foliculares o
tirocitos y muestran variaciones en su forma y tamafio seglin el estado funcional de la
glandula. Se describen tres tipos principales, que reflejan un continuum morfolégico: células
lisas (endoteloides), cuboidales y columnares (cilindricas). Las células lisas son relativamente
inactivas. Las células cuboidales (de igual anchura que altura) son las mas numerosas, y su
funcién principal es secretar coloide. Las menos frecuentes células columnares reabsorben la
Tg presente en el coloide, liberan hormonas activas y excretan esas hormonas a los vasos
sanguineos; pueden poseer una cuticula apical, gotitas de lipido apicales, y una o mas vacuolas
basales (vacuolas de Bensley). La polaridad funcional es aparente a nivel del foliculo y de la
célula folicular. Un foliculo Unico puede tener células lisas a un lado y cuboidales o columnares
bajas al otro.

A nivel celular, todas las células foliculares manifiestan una polaridad manifiesta, descansando
con las bases sobre la membrana basal y con los apices dirigidos hacia el lumen del foliculo. El
tamafio y la posicion del ndcleo y algunos componentes del citoplasma pueden variar
considerablemente. En el tiroides en reposo, el nucleo es redondo u oval, se localiza en el
centro de la célula, y normalmente contiene un nucleolo localizado excéntricamente. La
cromatina puede estar granulada finamente o en grupos. En células secretoramente activas, el
nucleo se alarga; debido a que el alargamiento del citoplasma es principalmente apical, el
nucleo adquiere una posicion basal. El citoplasma normalmente es débilmente eosindfilo; sélo
excepcionalmente, en casos diferentes a la normalidad, aparece granular e intensamente
eosinofilico, lo que se denomina oncocitico (también denominadas células de Hirthle).

Ultraestructuralmente, las células foliculares se organizan en una monocapa alrededor del
coloide y descansan en una membrana basal, de aproximadamente 35-40 nm de grosor, que
las separa del estroma intersticial. De la superficie de las células emanan microvellosidades,
gue aumentan en numero y longitud en células funcionalmente activas. Las membranas
celulares de células adyacentes interdigitan de una forma compleja y estan unidas por
complejos de unidn hacia el apice. El citoplasma contiene cantidades variables de reticulo
endoplasmatico, mitocondrias de tamafio normalmente pequeno, y lisosomas. Cuando el
numero de mitocondrias es muy elevado, la célula adquiere, al nivel del microscopio 6ptico,
una apariencia de citoplasma granular intensamente eosindfilo, correspondiente a las células
de Hurthle.

Las células foliculares sintetizan la proteina tiroglobulina, que es liberada al espacio coloidal
por exocitosis vesicular. La tiroglobulina es importante como sustrato para la yodacion de la
tirosina y la posterior sintesis de hormonas tiroideas. En respuesta a la estimulacidon endocrina,
las células foliculares captan el coloide por fagocitosis, y lo degradan enzimaticamente dentro
de las vesiculas endociticas, para rendir las hormonas tiroideas. Estas son liberadas por las
células foliculares al espacio extracelular desde donde entran en los abundantes capilares.

Células C

En mamiferos, las denominadas células claras o células C, estan presentes en la pared folicular
y el espacio extracelular interfolicular y entre las células foliculares. Son muy numerosas en la
porcién central de los tercios medio y superior de los I6bulos tiroideos (Gibson et al, 1980;
Gibson et al, 1981; Gibson et al, 1982; Wolfe et al, 1974), y son mas abundantes en tiroides
infantiles que en glandulas adultas (Gibson et al, 1980; Wolfe et al, 1975), aunque se han
observado agregados considerables de células C en algunos adultos sin anormalidades
endocrinoldgicas conocidas (Gibson et al, 1981; Gibson et al, 1982; O'Toole et al, 1985).
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Las células parafoliculares o células C pueden tener forma de poligonal a fusiforme, citoplasma
de baja densidad, y contienen numerosos granulos citoplasmaticos delimitados por
membrana, que contienen calcitonina. Un pequefio nimero de células C (o células similares a
ellas) contienen somatostatina. La calcitonina, esta implicada en el control homeostatico del
calcio, reduciendo los niveles plasmaticos de Ca®*, en una accién que se opone a las glandulas
paratiroides (Nelkin et al, 1989).

Por su parte, las células epidermoides tienen aspecto fusiforme-ovoide, y forman pequefios
nidos sélidos con la misma distribucién en los Iébulos tiroideos que las células C; pequefios
quistes rellenos de fluido y unas cuantas células mucosas pueden encontrarse dentro o
acompafiando los nidos celulares sélidos. Estos foliculos, denominados mixtos (Harach, 1987),
se alinean junto a células foliculares y epidermoides (algunas veces también células C) y
contienen tanto coloide como material mucoide.

Patologias tiroideas

Las células oxifilicas (oncocitos, células de Askanazy o células de Hiirthle) son células foliculares
alteradas; estdn alargadas, tienen un citoplasma eosinofilico granular y el nicleo es grande,
hipercromdtico y de forma irregular (Bronner & LiVolsi, 1988; Flint et al, 1988). El citoplasma
estd ocupado con mitocondrias hinchadas. Es frecuente encontrar este tipo de células en la
enfermedad de Graves de larga evolucidn, tiroiditis autoinmune, en tiroides dafiado por
radiacion, neoplasias y en algunos nddulos adenomatosos (Friedman, 1949).

En el estroma tiroideo es frecuente encontrar pequefios grupos de células linfoides (Mitchell et
al, 1984), asi como en el tejido intersticial suele haber células dendriticas presentadoras de
antigeno, cuyo nuimero se incrementa en enfermedades tiroideas autoinmunes (Kabel et al,
1988).

Fisiologia

La principal funcién de la glandula tiroides es la produccion de hormonas tiroideas, de las
cuales, las mas importantes son la tiroxina (T4) y la triyodotironina (T3). Aproximadamente el
95% de la hormona tiroidea activa es T4 y el 5% restante, T3. Ambas requieren yodo para su
sintesis y su secrecion esta regulada por un mecanismo de retro-alimentacion negativo que
implica los efectos de la concentracidon hormona circulante sobre hipotadlamo y adenohipdfisis

Las hormonas tiroideas estimulan el metabolismo, incrementan el consumo de oxigeno, la
produccién de calor, la frecuencia y el gasto cardiacos; asi como la sintesis de proteinas en
todos los tejidos del organismo. Son esenciales para el desarrollo y crecimiento normal del
organismo y la maduracion del sistema nervioso central y periférico. La aceleracion del
crecimiento puede ser consecuencia de la accién directa sobre las células incrementando su
velocidad de divisidn, mediante la accién permisiva de una gran variedad de hormonas
promotoras del crecimiento (Sterling, 1979; Green, 1987; Miller & Seitz, 1984"F
Oppenheimer, 1985).

Hormonas tiroideas

Las etapas en la biosintesis de hormonas tiroideas incluyen la ingesta de yodo a partir del agua
y los alimentos, su absorcidon y transporte como yoduro en el fluido extracelular y su
concentracion dentro del tiroides, donde sus niveles intracelulares son 30 veces superiores
que en sangre periférica. La captacion activa de yoduro a través de la membrana basal esta
mediada por el transportador de yoduro sédico humano (NIS, human sodium iodide
symporter), en un proceso acoplado al flujo de sodio (Lin et al, 2001). A continuacién, el
yoduro intratiroideo es oxidado a yodo. Este ultimo paso es dependiente de la accién de la
peroxidasa de yoduro, que oxida el ién yoduro a una forma altamente reactiva del yodo, que a
continuacién se une a la tirosina, formando monoyodotirosina (MIT) cuando se une una
molécula de yodo, y diyodotirosina (DIT) cuando se unen dos moléculas de yodo. Los residuos
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de yodotirosina se unen para formar las hormonas tiroideas bioldgicamente activas, tiroxina
(T4), y triyodotironina (T3). La tiroxina resulta del acoplamiento de dos moléculas de DIT, y la
triyodotironia del acoplamiento de una molécula de MIT con una molécula de DIT (Ingbar,
2000). Las hormonas tiroideas se almacenan en la tiroglobulina (Tg), con numerosos residuos
tirosina, incluyendo la T4 y T3 biolégicamente activas. La Tg es una gran proteina de
coeficiente de sedimentacion 19S y una masa molecular de 670000 D, formada por dos
subunidades idénticas de coeficiente de sedimentacidon 12S, a las que se le unen muchos
oligosacaridos. Las variaciones en las cadenas glucidicas de la molécula de Tg se han evaluado
mediante andlisis de reactividad a varias lectinas, y se han encontrado diferencias entre la
glandula normal y varios estados patoldgicos, incluyendo las neoplasias (Maruyama et al,
1998). La Tg se almacena en el centro de los foliculos tiroideos, y constituye el principal
componente del coloide. Estd codificada por un gen que ocupa mds de 200 kilobases en el
genoma bovino (de Martynoff et al, 1987). Los mecanismos moleculares implicados en la
expresion especifica de tejido y hormono-dependiente del gen de la tiroglobulina se han
estudiado en células foliculares en cultivos primarios y en lineas celulares (Christophe et al,
1989; Lee et al, 1989).

Estudios ultraestructurales han puesto de manifiesto los cambios morfolégicos que
acompafian a la produccién y secrecidon de hormonas tiroideas. La sintesis de Tg ocurre en el
reticulo endoplasmatico y continda en el aparato de Golgi, donde se incorporan los extremos
glucidicos; a continuacion se empaqueta en pequefas microvesiculas apicales, cuyo contenido
se descarga al lumen folicular tras la fusién de las membranas de las vesiculas con la cara
luminar de la membrana plasmatica.

La resorcion de tiroglobulina tiene lugar a través de los pseuddpodos citoplasmaticos
(streamers), que invaginan porciones diminutas de coloide, que a continuacién son
incorporadas a la célula en forma de pequefias gotas de coloide unido a membrana, las cuales
se fusionan con lisosomas, y su contenido es digerido por enzimas lisosomales (Bjorkman et al,
1974; Green, 1987; Ericson & Engstrom, 1978; Ide, 1984). Los productos de la digestion,
incluyendo T3 y T4, difunden a la corriente sanguinea, donde son transportados
principalmente por una proteina transportadora especifica, la globulina de unién a tiroxina
(TBG, thyroxin-binding globulin). La TBG transporta normalmente mds del 70% de las
hormonas tiroideas. Aproximadamente el 20% de las hormonas tiroideas circulantes es
transportado por transtiretina (pre-albimina) y albuimina (Sterling, 1979). Sélo una pequefia
porcién de las hormonas tiroideas circulantes (aproximadamente, el 0,005% de T3 y el 0,015%
de T4) se encuentra libre y, por tanto, bioldgicamente activo. Las formas libres circulantes y
bioldgicamente activas de T3 y T4 se encuentran en equilibrio con las hormonas unidas a las
proteinas transportadoras. La cantidad de T4 circulante es mucho mayor que la de T3; sin
embargo, T3 es unas cuatro veces mas activa bioldgicamente; como resultado, la contribucion
final de de T3 a la actividad bioldgica de las hormonas tiroideas iguala a la de T4 (Liddle &
Liddle, 1981).

Eje hipotalamo-hipofiso-tiroideo

Las actividades biosintéticas y secretoras del tiroides estan controladas por el nivel de
tirotropina (TSH, thyroid stimulting hormone), una glicoproteina sintetizada y secretada por la
adenohipdfisis (Larsen, 1982). La TSH se une a un receptor especifico, situado en la superficie
basolateral de la membrana de las células foliculares, y mediante la activacién de la ruta de la
adenilato ciclasa regula el complejo mecanismo responsable de la sintesis de T3 y T4 (Davies et
al, 2002°; Pittman, 1974). La estimulacién de la glandula tiroides por la TSH incrementa su
actividad secretora y su vascularizacién, resultando en hipertrofia e hiperplasia de las células
foliculares, acompafiada de reduccién de la cantidad de coloide almacenado. A nivel funcional,
esto se refleja en un incremento en la concentracién y organificacién de yodo, sintesis y
secrecion de hormonas (Liddle & Liddle, 1981; Farid & Szkudlinski, 2004). La liberacion de TSH



INTRODUCCION

a continuacién esta regulada por un tripéptido secretado por el hipotalamo, la hormona
liberadora de tirotropina (TRH, thyrotropin releasing hormone). La liberacion de TSH y TRH
estdn reguladas a su vez por los niveles circulantes de T3 y T4 libres, mediante
retroalimentacion negativa sobre adenohipdfisis e hipotdlamo (bajos niveles de T3 y T4 libres
estimulan la liberacién de TSH y TRH). En contraste, la liberaciéon de TSH y TRH estan inhibidas
por elevados niveles de de T3 y T4 libres circulantes (Larsen, 1982; Pittman, 1974).



BN NTRODUCCION

NODULOS TIROIDEOS

Un nddulo tiroideo es una lesidon discreta dentro de la glandula tiroides radioldgicamente
distinta del parénquima tiroideo circundante (Cooper et al, 2009). Las lesiones palpables que
no se corresponden con anomalias radioldgicas no pueden definirse estrictamente como
nddulos tiroideos (Marqusee et al, 2000). Los nédulos no palpables que son detectables por
ultrasonidos u otros estudios anatdmicos de imagen se denominan “ndédulos descubiertos
incidentalmente” o “incidentalomas”. Los nddulos palpables y no palpables presentan el
mismo riesgo de malignidad, siempre que tengan el mismo tamafio (Hagag et al, 1998).
Generalmente, deberian ser evaluados sélo nédulos > 1 cm, ya que tienen mayor potencial de
malignidad clinicamente relevante. Nddulos < 1 cm pueden requerir evaluacidn, si presentan
hallazgos ecogréficos sospechosos, historia de irradiacién de cabeza o cuello o antecedentes
familiares de cancer de tiroides (Cooper et al, 2009).

IMPORTANCIA CLINICA

Los ndédulos tiroideos son muy comunes. En la poblacidn general, del 3-7% pueden detectarse
mediante palpaciéon (Vander et al, 1968; Hegedus, 2004) y, del 20-76% por ultrasonidos (Ezzat
et al, 1994; Tan & Gharib, 1997), mientras que se encuentran en un 50% de las autopsias
(Mortensen et al, 1955; Ross, 2005). La prevalencia aumenta proporcionalmente con la edad,
la deficiencia de yodo y la exposicién a radiacidn ionizante. Los nddulos tiroideos son mas
frecuentes en mujeres, con una incidencia de 0,1% por afio y una probabilidad de desarrollar
un nédulo tiroideo durante la vida del 10% (Tan & Gharib, 1997; Ross, 2005; Filetti et al, 2006).
La importancia clinica de los nddulos tiroideos, ademds de los infrecuentes sintomas
compresivos locales o la disfuncién tiroidea, es principalmente la posibilidad de cancer de
tiroides, que aparece en el 5% de todos los nddulos tiroideos, independientemente de su
tamanio (Belfiore et al, 1989; Tan & Gharib, 1997; Hagag et al, 1998; Filetti et al, 2006). Debido
a la elevada prevalencia de la enfermedad nodular tiroidea, no es econémicamente factible ni
clinicamente necesario realizar un estudio funcional y estructural completo de todos los
nddulos tiroideos. Asi, es esencial desarrollar una estrategia costo-efectiva sistematica para el
diagndstico y tratamiento de los nddulos tiroideos que evite la cirugia innecesaria y
potencialmente peligrosa (Gharib & Papini, 2007).

EVALUACION DE LOS NODULOS TIROIDEOS

Muchas patologias tiroideas (Tabla I.2), tanto benignas como malignas, pueden causar nédulos
tiroideos (Hegedis, 2004; Ross, 2005; Gharib & Papini, 2007). Los nddulos tiroideos de
diagndstico reciente deben evaluarse principalmente para descartar malignidad (Hegedds,
2004; Ross, 2005; Gharib & Papini, 2007; Tan & Gharib, 1997). La evaluacién clinica comienza
con una anamnesis y un examen fisico minuciosos, centrandose en la glandula tiroidea y en los
noddulos linfaticos cervicales adyacentes (Cooper et al, 2009).

Los factores que guardan relacidon con la prediccion de malignidad incluyen sexo masculino,
antecedentes familiares de carcinoma de tiroides en parientes con 1 grado de parentesco,
historia de irradiacion de cabeza o cuello, irradiacién total del cuerpo para el transplante de
médula désea, exposicion al desastre de Chernobyl antes de la edad de 14 anos; crecimiento
rapido, sintomas compresivos locales, criterios de sospecha en el examen ecografico, paralisis
de cuerdas vocales, disfonia, linfadenopatias cervicales palpables ipsilaterales y fijacién del
nddulo a los tejidos circundantes (Curtis et al, 1997; Pacini et al, 1997; Tuttle et al, 2007;
Cooper et al, 2009).

La aparicidon de una nueva masa, el crecimiento lento pero progresivo del nédulo, la apariencia
firme o dura de un nddulo solitario o dominante y/o, la presencia de adenopatias cervicales
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adyacentes son caracteristicas sospechosas de malignidad que deben promover una
evaluacidon mas extensa (Hegediis, 2004; Ross, 2005; Filetti et al, 2006).

Finalmente, debe tenerse en cuenta la existencia de enfermedad familiar tiroidea benigna o
maligna como el cancer de tiroides (carcinoma papilar o medular), la neoplasia endocrina
multiple tipo 2, la poliposis adenomatosa familiar, el complejo de Carney tipol, la enfermedad
de Cowden y el sindrome de Gardner, aunque sean menos frecuentes (Malchoff & Malchoff,
2006; Gharib & Papini, 2007). Las caracteristicas asociadas a un mayor riesgo de desarrollo de
cancer en nddulos tiroideos (Gharib & Papini, 2007) se encuentran en la Tabla I.3.

BENIGNOS
Nédulo Coloide
Tiroiditis de Hashimoto
Quiste simple o hemorrégico
Adenoma folicular
Tiroiditis subaguda

MALIGNOS
Primarias
Carcinoma derivado de células foliculares: Historia de irradiacién de cabeza/cuello en la infancia
Carcinoma papilar de tiroides Historia familiar de carcinoma papilar, medular o MEN2
Carcinoma folicular de tiroides Edad inferior a 20 afios o superior a 70 afios
Carcinoma anaplasico de tiroides Sexo masculino
Carcinoma derivado de células C: Nodulo en crecimiento
Carcinoma medular de tiroides Adenopatias cervicales anormales
Linfoma de tiroides Nédulo adherido
Secundarias Pardlisis de las cuerdas vocales
Carcinoma metdstasico Gharib & Papini, 2007.

Gharib & Papini, 2007.

Factores de riesgo para carcinoma diferenciado de tiroides

La radiacién ionizante esta considerada el factor de riesgo predominante. La glandula tiroides
es sensible a la irradiacién interna y externa, y se ha descrito una fuerte relaciéon dosis-
respuesta entre la incidencia de cancer de tiroides y la dosis absorbida de radiacion (Somerville
et al, 2005). El tratamiento con radiacién administrada durante la infancia y la adolescencia se
considera un fuerte factor de riesgo independiente para el desarrollo de cancer diferenciado
de tiroides. Esto es probablemente debido a la rapida proliferacion celular en la infancia. De
hecho, la publicacion reciente de que la actividad proliferativa de las células de tiroideas
desciende con la edad, documenta una posible explicacion para el mayor riesgo de cancer de
tiroides inducido por radiacidn en niflos, comparado con adultos (Saad et al, 2006).

En casos de bocio nodular, la edad y el sexo, pero no la glandula tiroidea multinodular, se
acumulan para determinar el riesgo de céncer. En un estudio de 5637 pacientes con
enfermedad nodular tiroidea, se ha demostrado que la proporcién de malignidad es menor en
pacientes entre 40-60 afios y mayor en pacientes menores de 30 afios o mayores de 60
(Williams et al, 1977). El riesgo de un segundo tumor primario en los afios posteriores en
mujeres jovenes con carcinoma diferenciado de tiroides deberia también ser considerado. En
un estudio retrospectivo de cohortes de 10932 mujeres con carcinoma papilar de tiroides, se
ha demostrado que se encontraban a un mayor riesgo de desarrollar cdncer de mama in situ,
cancer de rifidn y melanoma (Canchola et al, 2006).

La elevada incidencia de carcinoma folicular de tiroides agresivo, asi como de carcinomas
anaplasicos de tiroides, en dreas con deficiencia de yodo, y de carcinoma papilar de tiroides en
areas con alta ingesta de yodo, sugiere que la ingesta de yodo podria estar implicada en la
patogénesis de la enfermedad, pudiendo invertir la relacién entre carcinoma papilar y folicular
de tiroides (Belfiore et al, 1992). Sin embargo, el papel de otros factores nutricionales, como el
selenio, auin no se encuentra completamente dilucidado (Duntas, 2006).
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Finalmente, la historia familiar es otro factor de riesgo para el desarrollo de carcinoma papilar
de tiroides. Estudios epidemioldgicos han mostrado que el 5% de los pacientes que desarrollan
cancer de tiroides, y especialmente aquéllos con carcinoma papilar de tiroides, tienen al
menos un pariente con carcinoma diferenciado de tiroides (Duntas, 2006). También se ha
descrito un aumento en la incidencia de carcinoma papilar de tiroides en pacientes con
poliposis coli adenomatosa familiar, y con su subtipo, el sindrome de Gardner (Bell &
Mazzaferri, 1993; Schlumberger & Pacini, 1999).

PRUEBAS BIOQUIMICAS Y MODALIDADES DE IMAGEN INDICADAS
1. DETERMINACION DE TIROTROPINA SERICA (TSH)

En ausencia de sospecha clinica especifica, la evaluacidn tiroidea inicial requiere solamente la
determinacidn del nivel sérico de TSH, de acuerdo con todas las Guias de Practica Clinica para
el Diagndstico y Manejo de Noédulos Tiroideos (American Association of Clinical
Endocrinologists and Associazione Medici Endocrinologi, AACE/AME; American Thyroid
Association, ATA; European Thyroid Association, ETA). La determinacidn de calcitonina sérica
estd recomendada por la ETA en la evaluacidn inicial; la AACE/AME la recomienda sélo en caso
de sospecha de carcinoma medular de tiroides tras examen citoldgico o por la historia familiar.
Por su parte, la ATA no se pronuncia a favor ni en contra (Gharib et al, 2008; Cooper et al,
2009).

Una vez detectado un nddulo tiroideo >1-1,5 cm en cualquier diametro, y realizada la
determinacion de TSH, si su concentracidon en suero es menor del normal, debe realizarse una
gammagrafia tiroidea, con objeto de documentar la funcionalidad del nddulo. Ya que los
nddulos funcionantes rara vez portan malignidad, no es necesaria una evaluacioén citolégica. En
el caso de hipertiroidismo patente o subclinico, se continta la evaluacidon con ecografia de
tiroides (Cooper et al, 2009). El algoritmo de evaluacidn de nddulos tiroideos puede verse en la
Figura I.4.

2. ECOGRAFIA DE TIROIDES

La ultrasonografia es la prueba mas sensible para detectar lesiones en el tiroides. Mide de
forma precisa las dimensiones, identifica la estructura y evalia los cambios difusos en el
parénquima tiroideo. Es una técnica no invasiva, de coste reducido, que identifica nédulos no
aparentes en el examen fisico, gammagrafia tiroidea y otras modalidades de imagen (Baskin,
2000).

Se recomienda que todos los pacientes que presentan un tiroides nodular, con un nddulo
solitario palpable o un bocio multinodular, sean evaluados mediante ultrasonografia
(AACE/AME Task Force on Thyroid Nodules, 2006; Cooper et al, 2009), con el objetivo de:

- Buscar nddulos adicionales no sospechados.

- Medir el nUmero y tamafo de los nédulos.

- Registrar las caracteristicas ecograficas (microcalcificaciones, margenes irregulares,
imagenes vasculares, contenido quistico o sélido, hipoecogenicidad, forma del
nodulo), para la evaluacion del riesgo de malignidad.

- Seleccionar las lesiones que requieren PAAF guiada por ecografia (Tan & Gharib, 1997,
Baskin, 2000).

- El examen ultrasonografico debe realizarse en todo paciente que presente una historia
familiar de cancer de tiroides, neoplasia endocrina multiple tipo 2 o antecedentes de
irradiacion en cabeza o cuello, incluso aunque el tiroides sea normal a la palpacién
(Baskin, 2000; AACE/AME Task Force on Thyroid Nodules, 2006).

- La ecografia de tiroides diagndstica se debe llevar a cabo, excepto si la TSH sérica se
encuentra suprimida. Esta exploracion confirma si existe un nédulo que corresponda a
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la anormalia palpable, si tiene un componente quistico >50% vy si se localiza en la parte
posterior de la glandula tiroides (Cooper et al, 2009).

WORKUP OF THYROID NODULE
DETECTED BY PALPATION OR IMAGING

Low TSH N History. Physical. TSH I > Normal or High TSH
\ 4 L 2
123 o1 T Scan® »1  Not Functioning > Diagnostic US
Hyperfunctioning ‘ v
Nodule on US No Nodule on US
Do FNA I
(See R5a—c) J' J
Evaluate and Rx
for Elevated Normal
Hyperthyroidism v TSH TSH
RESULTS of FNA

v A A

Evaluate and FNA not
Rx for Indicated
Hypo-
thyroidism
i Nondiagnostic »
Repeat US-
Guided FNA > Non- Close Follow-Up
diagnostic »{ or Surgery
{Compar et af, 2008
> Malignant PTC J
Pre-op US il
Surgery
3 b Not
* Hyperfunctioning
»| Suspicious for PTC
h
Hiirthle Cell w
g Neoplasm
Consider | Scan
> Indeterminate if TSH
Low Normal
> Follicular i
Neoplasm Jr
o Benign P Follow s Hyperfunctioning

®Si la gammagrafia no muestra una distribucién uniforme del trazador, debe considerarse la
ecografia para evaluar la presencia de un contenido quistico.

Asimismo, la ecografia se indica para dirigir la biopsia. EIl componente quistico y la ubicacién
posterior del nédulo pueden disminuir la precisidn de la biopsia mediante Puncién y Aspiracion
con Aguja Fina (PAAF) dirigida por palpacion (Hall et al, 1989; Alexander et al, 2002). Ademas,
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puede haber otros nddulos tiroideos presentes que requieran biopsia, basandose en su
tamafio y apariencia (Brander et al, 1992; Tan et al, 1995; Marqusee et al, 2000).

3. EXPLORACION CON RADIOISOTOPOS

El examen tiroideo con radioisétopos esta indicado por las Guias de Practica Clinica si la TSH
esta suprimida y en nddulos con diagndstico citologico de neoplasia folicular (Gharib et al,
2008; Cooper et al, 2009).

Esta exploracion mide la capacidad de captacion de radiotrazador del nédulo en relacién al
tejido tiroideo circundante. La gammagrafia tiroidea es la Unica técnica que permite la
evaluacion de la funcién nodular tiroidea y que detecta areas de autonomia dentro de la
glandula tiroidea. Basandose en el patrén de captacion radioisotdpica, los nddulos pueden
clasificarse como:

- Hiperfuncionantes o “calientes”, si la captacidn del nédulo es mayor.
- Hipofuncionantes o “frios”, si la captacion es menor.
- Isofuncionante o “templado”, si la captacidn es homogénea.

Los nddulos calientes casi nunca son malignos, mientras que los frios presentan un riesgo de
cancer de tiroides que varia entre 5-15%. Debido a que la gran mayoria de las lesiones
tiroideas son frias y sélo una minoria malignas, el valor predictivo de los nédulos
hipofuncionantes para malignidad es bajo. Ademas, la especificidad diagndstica disminuye si la
lesién es <1lcm, ya que no puede ser identificada en la gammagrafia (McHenry et al, 1998;
Tollin et al, 2000° Meier & Kaplan, 2001).

ESTUDIO DE NODULOS TIROIDEOS MEDIANTE BIOPSIA POR PUNCION Y ASPIRACION CON
AGUIJA FINA (PAAF)

La PAAF, ya sea guiada por palpacion o ecografia, estd reconocida como el procedimiento
diagndstico de eleccion en la evaluacion de ndédulos tiroideos detectados clinica o
incidentalmente (Gharib et al, 2008; Cooper et al, 2009). La PAAF es con diferencia el método
preoperatorio mas valioso para identificar pacientes con cancer de tiroides. Desde su
incorporacién a la rutina diagndstica ha tenido un considerable impacto en el manejo de
pacientes con nddulos tiroideos, contribuyendo a la reduccidon de pacientes intervenidos
quirdrgicamente, e incrementando obviamente el porcentaje de nédulos malignos hallados en
la cirugia (Hamberger et al, 1982; Suen, 1988; Galloway et al, 1991). Asi, en la Clinica Mayo, un
afio después de la incorporacion de la PAAF, el porcentaje de pacientes con indicacion de
cirugia de tiroides descendié del 67 al 43%; mientras que el porcentaje de nddulos extirpados
que resultaron malignos aumento del 14 al 29%, y el coste del estudio diagndstico completo de
un nédulo descendié en un 25% (Hamberger et al, 1982).

Indicaciones

Tradicionalmente, la principal indicacidn para la biopsia de tiroides mediante PAAF ha sido la
presencia de un nddulo solitario o un nédulo dominante en un bocio multinodular, ya que se
consideraba menor el riesgo de cancer en bocio multinodular que en un nédulo solitario.

Sin embargo, la literatura reciente indica que si un ndédulo en un contexto de bocio
multinodular crece constantemente, se convierte en dominante, o cambia de consistencia, su
riesgo de malignidad es el mismo que el de un nddulo solitario (Franklyn et al, 1993; Tollin et
al, 2000°). El examen con PAAF siempre esta indicado en estos supuestos.

En enfermedades autoinmunes de tiroides, tales como la enfermedad de Graves vy la tiroiditis
de Hashimoto, una anomalia dominante localizada en la glandula tiroidea también es una
indicacidn de biopsia tiroidea mediante PAAF (Joseph & Jhingran, 1995).
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Como test diagndstico, la puncidn-aspiracidén con aguja fina puede utilizarse para diagnosticar
carcinoma papilar, carcinoma pobremente diferenciado, carcinoma medular, carcinoma
anaplasico, malignidad metastasica, tiroiditis, y la mayoria de los quistes y bocios nodulares
benignos. Sin embargo, el adenoma folicular, el carcinoma bien diferenciado y algunos bocios
hipercelulares son indistinguibles en la biopsia mediante PAAF

Evaluacion de la idoneidad de la muestra

La obtencion de muestras celulares apropiadas por PAAF requiere una suficiente sangre capilar
o fluido tisular que sirva como vehiculo, sin que cause problemas de dilucién.

El producto final idoneo de un procedimiento de biopsia por aspiracién debe ser una extension
citolégica satisfactoria en términos de calidad (espesor, fijacién), preparada y teiiida
(Papanicolau, Diff-Quick) de modo que permita un diagndstico citopatoldgico preciso, benigno
o no. Los criterios para considerar una muestra dptima son:

- Celularidad adecuada (segun criterio de cada Institucion Sanitaria) y extension fina en
monocapa.

- Fijacién adecuada (para tincion con Papanicolau).

- Material celular bien tefido y visualizado.

- Contener fragmentos donde sea posible evaluar los patrones propios de arquitectura del
tejido.

- Mostrar detalles de la morfologia nuclear.

- Mostrar caracteristicas citoplasmaticas.

- Permitir visualizar los cuerpos de psammoma, cuando estén presentes.

- Tincion del coloide.

El criterio de idoneidad relativo a la celularidad de la muestra citoldgica de tiroides varia segun
autores (Goellner et al, 1987; Hamburger & Husain, 1988; Caruso & Mazzaferri, 1991; Nguyen
et al, 1991). Asi, unos recomiendan 5-6 grupos de células foliculares bien preservadas, con al
menos 10-15 células en cada grupo (Goellner et al, 1987; Caruso & Mazzaferri, 1991), criterio
adoptado por el Hospital Universitario Virgen de las Nieves (HUVN). Por otro lado, algunos
autores recomiendan al menos 6 aspirados del nédulo a estudiar, conteniendo 6 grupos de
células benignas en un minimo de 2 aspirados (Hamburger & Husain, 1988); mientras que
otros exigen 10 grupos de células foliculares con al menos 20 células en cada grupo (Nguyen et
al, 1991). Sin embargo, Kini y Miller se rigen por un criterio estricto que requiere al menos 2
preparaciones con 8-10 fragmentos de tejido con células foliculares (Kini et al, 1985; Kini
2008). Este requisito eleva el porcentaje de resultados no valorables para el diagndstico al 20%
(Kini et al, 1985), pero minimiza el riesgo de falsos negativos (Miller et al, 1985).

Formato informativo de los aspirados de tiroides

Categoria No Valorable (Muestra inadecuada o insatisfactoria para el diagndstico)

La muestra se califica de “insatisfactoria” para el diagndstico citoldgico en ausencia de células
foliculares, e “inadecuada” cuando el nimero de células foliculares es inferior al criterio de la
Institucion (Goellner et al, 1987; Caruso & Mazzaferri, 1991).

Esta categoria no valorable abarca un promedio de 10-21% en resultados de PAAF (Miller et al,
1985; Caruso & Mazzaferri, 1991; Gharib & Goellner, 1993; Hamburger, 1994), aunque la
literatura describe resultados tan bajos como 2% (Pepper et al, 1989) y tan altos como 31%
(Burch et al, 1996).

Tras la repeticién de la biopsia, la incidencia de resultados diagndsticos es del 62% (Chow et al,
2001; Gharib & Goellner, 1993; Goellner et al, 1987), aunque un 30-38% permanecen como no
diagndsticos debido a factores inherentes a la lesidn (fibrosis, vascularidad aumentada, cambio
quistico) (Kini, 2008).
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El rendimiento de malignidad en la categoria no diagnédstica tiene un promedio de 2-9%, segun
las series de pacientes publicadas (McHenry et al, 1993; MacDonald & Yazdi, 1996; Schmidt et
al, 1997). Sin embargo, en un estudio se describe un 7% de malignidad en el grupo no
diagndstico, porcentaje que se incrementa al 37% cuando se considera sélo casos sometidos a
cirugia (Chow et al, 2001).

Categoria benigna (Patologia benigna o Negativo para malignidad)

Este diagndstico significa que la muestra de aspirado no presenta malignidad y el paciente se
debe manejar de modo conservador. Esta categoria se considera la mas comun y comprende el
60-70% de todos los diagndsticos. La muestra es representativa de enfermedad benigna no
neopldsica, ya sea bocio nodular o cualquier tipo de tiroiditis. Aunque la incidencia de
malignidad en esta categoria no puede calcularse en sentido estricto, ya que habitualmente los
pacientes no son intervenidos quirdrgicamente, es reconocida como muy baja.

Categoria indeterminada

Incluye los siguientes patrones citoldpatoldgicos:

- Proliferacién folicular o de células de Hiirthle

Celularidad idénea, caracteristicas citoldgicas sugerentes de malignidad, pero ausencia de
criterios para un diagnédstico definitivo (e.g. adenoma folicular versus diagndstico
diferencial de carcinoma folicular o de carcinoma papilar variante folicular).

- Atipias

Celularidad idonea, con la mayoria, pero no todas, las caracteristicas citoldgicas de
carcinoma papilar.

Celularidad inadecuada, con caracteristicas celulares que sugieren marcadamente
malignidad.

Esta categoria representa un promedio de 11-21% de los resultados citoldgicos, y la
extirpacidn quirlrgica se recomienda en todos los casos (Caruso & Mazzaferri, 1991; Gharib &
Goellner, 1993; Gharib et al, 1993; Gharib, 2004). La mayoria de resultados de la biopsia
postquirlrgica son benignos; asi, se encuentra un 20-40% de neoplasias malignas, 30-40% de
adenomas celulares foliculares/Hirthle, y 20-30% de enfermedades no neoplasicas (Caruso &
Mazzaferri, 1991).

Categoria Positiva para malignidad

Varias neoplasias malignas de tiroides ofrecen diagndsticos citoldgicos precisos con un elevado
grado de sensibilidad y especificidad incluyendo carcinoma papilar, carcinoma de células de
Hirthle, carcinoma folicular pobremente diferenciado, carcinoma insular, carcinoma medular,
carcinoma anaplasico, linfoma maligno de células grandes y carcinoma metastasico. En una
recopilacion de 10 series, se encontrd una variacidon de malignidad del 1-18%, con una media
del 4% (Caruso & Mazzaferri, 1991).

DIRECTRICES PARA EL MANEJO DEL PACIENTE CON NODULOS TIROIDEOS, BASADAS EN EL
DIAGNOSTICO CITOLOGICO

El manejo clinico de los nédulos tiroideos depende fundamentalmente del diagndstico
citolégico, aunque estd influenciado por los resultados combinados de la medida de TSH, la
citologia tiroidea mediante PAAF y los ultrasonidos.

Ndédulos con diagndstico citolégico positivo en la PAAF

Si los resultados citoldgicos son positivos para una neoplasia tiroidea maligna primaria, la
cirugia se recomienda en todas las ocasiones, previa evaluacion ecografica (Thyroid Carcinoma
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Task Force, 2001; AACE/AME Task Force on Thyroid Nodules, 2006; Cooper et al, 2009). Si la
PAAF preoperatoria resulta sospechosa de carcinoma papilar de tiroides, es recomendable
realizar una tiroidectomia total o casi total (Schlumberger, 1998; Thyroid Carcinoma Task
Force, 2001; AACE/AME Task Force on Thyroid Nodules, 2006; Cooper et al, 2009). Con la
excepcion de los microcarcinomas intratiroideos sin evidencia de implicacion ganglionar,
deben extirparse los nddulos linfaticos dentro del compartimento central del cuello (nivel Vi)
(Thyroid Carcinoma Task Force, 2001; AACE/AME Task Force on Thyroid Nodules, 2006; Cooper
et al, 2009).

Nddulos con diagndstico citolégico negativo en la PAAF

La mayoria de los nddulos tiroideos no necesitan un tratamiento especifico una vez descartada
la malignidad y la disfuncién tiroidea (Hegedis, 2004; AACE/AME Task Force on Thyroid
Nodules, 2006; Cooper et al, 2009). A menos que el nédulo (o ndédulos) causen sintomas
locales o preocupacion excesiva al paciente, el tratamiento destinado a la disminucion del
volumen o al cese del crecimiento es innecesario, debido a la velocidad de crecimiento tan
baja de las lesiones tiroideas benignas, aunque debe realizarse seguimiento clinico y ecografico
cada 1-2 aiios (Alexander et al, 2003; Costante et al, 2004).

Ndédulos con diagnéstico citoldgico indeterminado en la PAAF (proliferacion folicular/atipias)

Del total, aproximadamente el 20% de las muestras indeterminadas son malignas, pero el
riesgo de cancer varia desde el 15% para el diagndstico “proliferacién o neoplasia folicular”
hasta un 60% en el caso de muestras “atipicas” (Gharib, 1994; Gharib & Goellner, 1995; Castro
& Gharib, 2003). Se considera que es preferible extirpar estas lesiones citolégicamente
sospechosas (Castro & Gharib, 2003; AACE/AME Task Force on Thyroid Nodules, 2006; Cooper
et al, 2009). La repeticion de la PAAF no es atil; normalmente crea confusidon y no proporciona
informacién util para el manejo clinico (Cersosimo et al, 1993). Los marcadores actuales, tanto
inmunohistoquimicos como moleculares, no distinguen de manera fiable entre neoplasias
foliculares benignas y malignas (Castro & Gharib, 2005), y su aplicacién en la practica clinica no
esta aprobada (AACE/AME Task Force on Thyroid Nodules, 2006; Cooper et al, 2009).

Noédulos no diagndsticos en la PAAF (no valorables)

Una muestra insatisfactoria resulta normalmente de un nédulo quistico que da lugar a pocas o
ninguna célula folicular. La repeticidon de la PAAF da lugar a especimenes satisfactorios en el
50% de los casos (Chow et al, 2001). La PAAF guiada ecograficamente mejora la precisién de la
técnica y reduce la proporcidn de muestras insatisfactorias. Dos estudios europeos muestran
gue las proporciones de muestras no diagnodsticas (8,7% y 16%) pueden descender (hasta 3,5%
y 7%, respectivamente) con el uso de la PAAF guiada ecograficamente (Carmeci et al, 1998;
Danese et al, 1998). A pesar de la experiencia, de la repeticién de la biopsia, y de la PAAF
guiada ecograficamente, aun queda un 5% residual de nédulos que persisten como no
diagnosticos, lo que crea un dilema en el manejo para el clinico (McHenry et al, 1993;
MacDonald & Yazdi, 1996; Schmidt et al, 1997). Por tanto, los quistes no diagndsticos
recurrentes, mayores de 3-4 cm, y los nddulos sélidos deberian ser tratados quirirgicamente
(Cooper et al, 2009).
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EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE TIROIDES

Los carcinomas de tiroides son aproximadamente 2,5 veces mas frecuentes en mujeres que en
hombres, con una edad de presentacién entre 35-64 afios (Horner et al, 2009). Son tumores
con una incidencia baja pero creciente, que en general presentan baja letalidad y alta
supervivencia, que en mujeres es del 86% y en hombres del 82% a los 5 afios (Coleman et al,
2003; Lopez-Abente et al, 2003; Horner et al, 2009).

INCIDENCIA

Las estadisticas de cancer proporcionadas por el programa Surveillance Epidemiology and End
Results (SEER), del National Cancer Institute (NCI), estimaron para el afio 2009 1,48 millones de
nuevos casos de cancer en Estados Unidos, de los cuales 10000 hombres y 27200 mujeres
serian diagnosticados de cancer de tiroides (Horner et al, 2009). Entre los tipos de cancer mas
frecuentes, el de tiroides ocupa el 262 puesto en hombres, y el 52 en mujeres, con un 4% de
los casos nuevos de cancer estimados para 2009 (Jemal et al, 2009).

En la Unidn Europea (UE), segin datos de la International Agency for Research on Cancer
(IARC), se diagnostican mas de 16.000 nuevos casos al afio, con una incidencia cruda de 2y 6
casos por cada 100.000 en hombres y mujeres, respectivamente (Ferlay et al, 1999).

En los registros poblacionales espaioles de cdncer se contabilizaron 1817 casos de cancer de
tiroides en hombres y 2090 casos en mujeres durante el periodo 1999-2002, lo que refleja una
razon de tasas hombre:mujer < 1. La tasa de incidencia oscila entre 1,27-3,25 en hombres y
3,81-12,09 en mujeres en Espana, mientras que en la provincia de Granada muestra valores de
1,27 en hombres y 8,93 en mujeres (Tablas 1.5 y I.6) (Cabanes et al, 2009).

Total Localizaciones Anatémicas TIROIDES

HOMBRES 10643 128

MUIJERES 7896 133
TOTAL CASOS 18539 261
Cabanes et al, 2009.

Total Localizaciones Anatémicas TIROIDES
HOMBRES MUIJERES HOMBRES MUIJERES
Tasas de incidencia de cancer 482,88 314,75 1,27 8,03

ajustadas a la poblacién europea
Razon de Tasas Hombre:Mujer 1,5 0,1
Cabanes et al, 2009.
Atendiendo al Registro de Tumores de Granada, se diagnosticaron 261 nuevos casos de cancer
de tiroides durante el periodo 1998-2002, lo que corresponde al 1,4% (1,2% de los casos en
hombres y 1,7% de los casos en mujeres) de los nuevos casos de cancer diagnosticados
durante ese periodo (Tabla I.5) (Cabanes et al, 2009).

Segln el Registro Hospitalario de Tumores del Hospital Universitario Virgen de las Nieves
(HUVN), durante el periodo comprendido entre 1 de enero de 2004 y 30 de mayo de 2008, se
diagnosticaron 51 casos de cancer de tiroides (17 varones y 34 mujeres), con una distribucion
segln tipos histoldgicos (Tabla 1.7) equivalente a la publicada por Hundahl y colaboradores
(1998), correspondiente a 53856 casos de carcinoma de tiroides diagnosticados durante el
periodo 1985-1995, procedentes de la Base de Datos del NCI (The National Cancer Data Base),
que representa cerca del 60% de los casos de cancer incidentes en USA.
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TIPO HISTOLOGICO FRECUENCIA PORCENTAIJE
Carcinoma Papilar de Tiroides 38 74,5%
Carcinoma Folicular de Tiroides 7 13,7%
Carcinoma Medular de Tiroides 2 3,9%
Carcinoma Anaplasico 3 5,9%
Sarcoma de Tiroides 1 2,0%
Total 51

Registro de Tumores. HUVN.

La incidencia de cancer de tiroides en USA experimentd un incremento de 2,4 veces en el
periodo 1973-2002. Practicamente todo el aumento fue atribuible al sufrido por el carcinoma
papilar de tiroides, que se triplicd, mientras que no hubo cambio significativo en la incidencia
de los tipos histoldgicos menos frecuentes, es decir, folicular, medular y anaplasico (Davies &
Welch, 2006). El incremento en la incidencia de cancer de tiroides se ha atribuido
predominantemente a la deteccién de pequeiios carcinomas papilares (<1-2 cm), procedente
principalmente de una mejora en el diagnéstico de enfermedad subclinica (Davies & Welch,
2006; Albores-Saavedra et al, 2007). Sin embargo, el aumento del escrutinio no puede ser la
Unica explicacion, ya que recientemente se ha descrito que, a pesar de que el mayor
incremento ocurre en tumores ocultos, también se observa un aumento general en tumores
de todos los tamafios, incluyendo aquéllos > 4 cm y los que presentan enfermedad distante
(Chen et al, 2009).

MORTALIDAD

De acuerdo con las estadisticas de cancer del programa SEER, la mortalidad estimada para
2009 en USA por cancer de tiroides era de 1630 individuos, correspondiente al 0,29% de
defunciones totales por cancer (0,35% en mujeres y 0,24% en varones). La tasa de mortalidad
ajustada por edades fue de 0,5 por 100000 individuos por afio (Horner et al, 2009; Jemal et al,
2009), equivalente a las tasas ajustadas de 0,53 y 0,68 por 100000 habitantes-afio de la UE
(Lope-Carvajal et al, 2004).

Espafia presenta unas tasas de mortalidad menores, con 0,37 casos por 100000 hombres y
0,51 casos por 100000 mujeres (tasa ajustada a la poblaciéon UE). La Tabla 1.8 muestra que,
durante el afio 2007, se produjeron en Espafia un total de 290 defunciones por cancer de
tiroides; 36 de ellas en Andalucia y 7 en la provincia de Granada (Area de Epidemiologia
Ambiental y Cancer. Centro Nacional de Epidemiologia. ISCIII, 2007)

Espaina Andalucia Granada
Numero de defunciones
HOMBRES 98 15 3
MUIJERES 192 21 4
Tasa cruda/10°
HOMBRES 0,44 0,68
MUIJERES 0,85 0,89
Tasa truncada (35-64 afos)
HOMBRES 0,37 0,55
MUIJERES 0,34 0,61
Edad media a la defuncion
HOMBRES 67 63
MUIJERES 72 70

Mortalidad por cédncer y otras causas en Espafia. Afio 2007.
Area de Epidemiologia Ambiental y Cancer. Centro Nacional de Epidemiologia. ISCIII.
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SUPERVIVENCIA

De acuerdo con los datos de supervivencia proporcionados por EUROCARE-4 (EUROpean
CAncer REgistry-based study on survival and CARE of cancer patients), la supervivencia relativa
ajustada por edad a los 5 afos en pacientes diagnosticados entre 1995-1999 es del 86,5% para
adultos europeos, y de 82,0% en espanoles (Cabanes et al, 2009).

Supervivencia segun tipo histolégico

La gran mayoria de pacientes (95,2% del total de casos de carcinoma de tiroides) son
diagnosticados de carcinoma de tiroides papilar o folicular, y presentan excelentes tasas de
supervivencia a 10 afios que oscilan entre 85-93% (Hundahl et al, 1998). Sin embargo,
pacientes con carcinoma indiferenciado o anapldsico (tan sélo el 1,7% de los casos), muestran
un pésimo prondstico, con un 14% de supervivencia a los 10 afios (Hundahl et al, 1998).

La supervivencia del cancer de tiroides estd muy influenciada por la edad del paciente en el
momento del diagndstico, reduciéndose especialmente a partir de los 60 afios de edad en
todas las histologias (Hundahl et al, 1998).

Supervivencia en carcinoma diferenciado de tiroides (Carcinoma Papilar y Folicular).

Atendiendo a la estadificacion de la AJCC (American Joint Committee on Cancer) (Greene et al,
2002), se observan diferencias sutiles en el prondstico de ambos tipos histldgicos, aunque para
los pacientes con carcinoma folicular de tiroides con estadios IlI-IV el prondstico se presenta
ligeramente peor. En el caso del carcinoma papilar, la supervivencia a 5 afios se reduce del
100% en los estadios I-Il, al 94% para el estadio Ill y al 48% para el estadio IV. Por otro lado, en
el carcinoma folicular, la supervivencia a 5 afios disminuye del 99% en los estadios I-Il al 82%
para el estadio Ill, y al 47% para el estadio Il (Hundahl et al, 1998). Utilizando el sistema de
estratificacion del riesgo AMES (Cady & Rossi, 1988), se encontraron diferencias significativas
en la supervivencia a 5 afios entre el grupo de alto riesgo (80%) y el de bajo riesgo (99%)
(Hundahl et al, 1998).

PREVALENCIA

En Estados Unidos, el 1 de enero de 2006 habia aproximadamente 410404 habitantes vivos
con antecedentes de cdncer de tiroides (Horner et al, 2009; Jemal et al, 2009), lo que
corresponde a un prevalencia estimada de 0,0831% (0,0368% en hombres y 0,1285% en
mujeres). Esta prevalencia se ha calculado usando carcinoma de tiroides como primera
neoplasia (Horner et al, 2009).

La prevalencia parcial estimada para 2002 en Espafia, segun las estimaciones de Globocan
2002 (Ferlay et al, 2004), y calculada por Cabanes y colaboradores (2009), considerando el
impacto de la incidencia correspondiente al aino, a los tres afos y a los cinco afios anteriores,
se encuentra en la Tabla I.9.

CASOS DEFUNCIONES PREVALENCIA
ANUALES ANUALES 1ANO 3 ANOS 5ANOS
Todas las localizaciones tumorales excepto piel
HOMBRES 97765 58589 68338 168985 245382
MUIJERES 63983 34647 50573 134031 203736
TIROIDES
HOMBRES 390 75 343 975 1559
MUIJERES 1154 195 1047 3024 4901

Cabanes et al, 2009. Datos de Globocan 2002 (Ferlay et al, 2004).
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NEOPLASIAS TIROIDEAS MALIGNAS

Clasificacion histoldgica de la OMS de carcinomas tiroideos (Delellis et al, 2004).
La OMS en su edicidon de 2004 describe como principales subtipos de carcinoma de tiroides los
siguientes:

Carcinoma Papilar
Sindnimos: adenocarcinoma papilar, adenocarcinoma mixto papilar-folicular
Carcinoma Folicular
Carcinoma Pobremente Diferenciado
Carcinoma Indiferenciado (anaplasico)
Carcinoma Medular de tiroides

En esta introduccidn, nos centraremos solamente en la descripcién anatomopatolégica y
clinica del carcinoma papilar de tiroides, el pobremente diferenciado y el anapldsico, por ser
las Unicas variantes histoldgicas en las que se ha descrito la presencia de la mutacion
BRAF™®* principal objeto de esta tesis.

CARCINOMA PAPILAR DE TIROIDES

El carcinoma papilar constituye aproximadamente el 80% de las neoplasias tiroideas malignas
(Hundhal et al, 1998). Pertenece al subtipo de carcinomas bien diferenciados de origen
epitelial folicular, y se define como un tumor maligno epitelial que muestra evidencias de
diferenciacion folicular y presenta rasgos nucleares distintivos (LiVolsi et al, 2004).

Los factores de riesgo para el desarrollo de carcinoma papilar de tiroides incluyen la exposicion
a radiacion ionizante, factores genéticos, y enfermedad nodular de tiroides (Duntas & Grab-
Duntas, 2006).

Este tumor es de crecimiento lento y curso indoloro. Su prondstico se considera favorable,
aunque depende de factores de riesgo, como la edad del paciente, el estado de la extension
(oculto, intra- o extratiroidea) y la diferenciacion histoldgica. En las imagenes con
radionuclidos se presenta como nddulos frios. Por su lado, la ecografia puede mostrar un
nddulo sélido hipoecoico con focos ecogénicos discretos y microcalcificaciones o con focos
ecogénicos groseros (Reading et al, 2005).

La biopsia por puncién y aspiracion con aguja fina (PAAF) se considera crucial en el analisis
citoldgico de esta neoplasia y se recomienda como primera aproximacion para el diagndstico
del “nddulo tiroideo solitario” (Gharib et al, 2008).

El carcinoma papilar de tiroides tiende a la diseminacion intraglandular, la propagacién de
metdstasis a nddulos linfaticos e invasidn local, y demuestra menos predisposicidon a la
diseminacion hematolégica en comparaciéon al carcinoma folicular. La enfermedad suele
encontrarse localizada en la glandula tiroidea en el 67% de los casos, en tiroides y nddulos
linfaticos en el 13%, y sélo en nddulos linfaticos en el 20%. Las metastasis a distancia son
infrecuentes y ocurren de forma tardia. (Carcangiu et al, 1985°).

En el seguimiento a largo plazo se han descrito casos de recidiva hasta 30 afos después del
tratamiento inicial (Tubiana et al, 1985), aunque la mortalidad es muy baja (6,5%) (McConahey
et al, 1986).

CARACTERISTICAS ANATOMOPATOLOGICAS

El carcinoma papilar presenta diversos patrones microscépicos. Tipicamente tienen un epitelio
neopldsico organizado sobre tallos fibrovasculares con papilas genuinas (origen de su
denominacion), similares a hojas de helecho; aunque también pueden carecer de tallos
discernibles. Las células neopldsicas pueden ser cuboidales, columnares o escamoides, con
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citoplasmas desiguales alrededor de un nucleo ovoide central. El estroma de las papilas puede
ser edematoso o hialino, conteniendo linfocitos, macrofagos espumosos y hemosiderina. Las
papilas se asocian casi siempre a foliculos en una proporcién variable, los cuales tienen forma
irregular, frecuentemente tubular y ramificada. Aun cuando se combinen ambas estructuras
(papilar-folicular), el comportamiento bioldgico del tumor es el de un carcinoma papilar, por lo
que debe ser clasificado como tal (Rosai, 2004 ).

Las células de carcinoma papilar presentan los siguientes rasgos nucleares caracteristicos, los
cuales han adquirido gran relevancia en el diagndstico histopatoldgico actual:

- Nucleos con fondo cristalino (6pticamente claro), que presenta con frecuencia gran
tamafio. Estos nucleos muestran cromatina pdlida, con condensacién periférica que
proporciona la apariencia vidriosa o acuosa, tipica del carcinoma papilar. El nucléolo es
poco notorio y desplazado contra la membrana nuclear (Gray & Doniach, 1969; Hapke &
Dehner, 1979).

- Pseudoinclusiones nucleares, que representan invaginaciones del citoplasma, bien
delineadas como formaciones aciddfilas (Johannessen & Sobrinho-Simdes, 1980).

- Cavitaciones nucleares, que al igual que las pseudoinclusiones, son expresién morfoldgica
de invaginaciones de la membrana nuclear. Tienden a aparecer en nucleos ovalados o
fusiformes dispuestos en paralelo al eje mayor (Chan & Saw, 1986).

- Microfilamentos nucleares. Se han descrito unos pocos casos en los que el nucleo
cristalino se debe al acumulo de finas fibras en forma de hilo (Yamashita et al, 1992).

Aproximadamente en el 50% se observan “cuerpos de psammoma”, “microcalculos” o
“calcoesferitas”. Son pequefias esferas calcificadas y laminadas basofilas, no birrefringentes,
de 5-100 um, localizadas en el tallo papilar, en el estroma fibroso o entre células tumorales en
focos sdlidos. (Klinck & Winship, 1959; Batsakis et al, 1960; Russell et al, 1963; Selzer et al,
1977; Johannessen & Sobrinho-Simdes, 1980; Vickery, 1983). Su presencia es un indicador
diagndstico de carcinoma papilar, ya que su hallazgo en otras lesiones tiroideas es excepcional
(Patchefsky & Hoch, 1972).

Las mitosis son extremadamente raras o ausentes (Lee et al, 1985) y, la mitad de los casos de
carcinoma papilar presentan fibrosis.

En la quinta parte de los casos aparecen dreas con un patron de crecimiento sélido-trabecular
asociado en proporcion similar a focos de metaplasia escamosa (Meissner & Adler, 1958;
Woolner, 1971; Franssila, 1973; Rosai et al, 1983; Vickery, 1983). La infiltraciéon linfocitica del
estroma parece en torno al 30% de los casos (Franssila, 1973; Carcangiu et al, 1985°); no se ha
dilucidado si la infiltracién es reactiva a la neoplasia o corresponde a una tiroiditis de
Hashimoto preexistente (Selzer et al, 1977).

El coloide en el carcinoma papilar es de tincién densa (Rosai et al, 1983). Se pueden encontrar
células gigantes multinucleadas dispersas, presumiblemente en respuesta a la pérdida de
coloide (Guiter & Delellis, 1996).

Los carcinomas papilares pueden presentarse clinicamente con metdstasis nodulares en un
19,7%. La degeneracion quistica tiene una incidencia del 52,5% (Carcangiu et al, 1985°),
mientras un 9,1% muestra cambios quisticos marcados, que también se desarrollan en las
metastasis nodulares.

La implicacion multifocal de 1 6 los 2 Iébulos ocurre en aproximadamente el 20% de los casos
(Meissner & Adler, 1958; Hirabayashi & Lindsay, 1961; Hawk & Hazard, 1976), pero puede ser
mayor si se extirpa toda la glandula (Russell et al, 1963).
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CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE CARCINOMA PAPILAR DE TIROIDES EN MUESTRAS
CITOTOLOGICAS OBTENIDAS EN BIOPSIAS POR PUNCION Y ASPIRACION CON AGUJA FINA

Los aspirados de carcinomas papilares contienen generalmente muchas células, divididas en
fragmentos de tejido, hojas en monocapa y grupos tridimensionales. Una presentacion tipica a
muy baja magnificacién incluye un gran numero de fragmentos de tejido con patrones
estructurales caracteristicos, mezclados con una gran poblacion de células neoplasicas
pleomorficas, aisladas o en grupos.

El diagndstico citopatoldgico de carcinoma papilar se realiza en base a los criterios
caracteristicos descritos en la Tabla 1.10. Asi, el diagndstico no puede basarse en un solo
criterio, ya que las caracteristicas enumeradas en la tabla 1.10 también pueden encontrarse en
enfermedades benignas.

CELULARIDAD Variable.
De abrumadoramente celular a escaso en tumores con desmoplasia o con cambio quistico.

PRESENTACION Células neoplasicas aisladas, en grupos cohesivos no apretados o en fragmentos de tejido
sincitial con varias configuraciones arquitectdnicas.

CELULAS Amplio rango de tamarios y formas (pequefio, mediano, muy grande; redondeadas,
cuboideas, columnares cortas, alargadas, poligonales, fusiformes). Limites celulares de
bien a pobremente definidos.

NUCLEOS Pleomorficos en tamafio y forma (redondeados, ovales, rectangulares). Membranas
nucleares de suaves a irregulares. Cromatina caracteristica, palida, en polvo, de polvo a
finamente granular. Multiples micro/macronucleolos. Cavitaciones nucleares
longitudinales. Inclusiones intranucleares Unicas o multiples, de pequefas a grandes,
ocupando completamente el nucleo, bordeados por cromatina condensada. Mitosis de
rara a ausente. La degeneracion puede enmascarar caracteristicas nucleares.

CITOPLASMA Variable, insignificante en el tipo clasico y abundante en algunas variantes morfoldgicas.
Pélido.

METAPLASIA +

ESCAMOSA

CUERPOS DE A menudo presentes. Desnudos o incorporados en fragmentos de tejido sincitial de células

PSAMMOMA neoplasicas que muestran caracteristicas nucleares de carcinoma papilar. Unicas o

multiples dentro de cualquier determinado fragmento de tejido. Apariencia de laminada
concéntrica a dispersa. De basofilicos a combinacidn de mdltiples colores (marrén, ambar,
violeta, purpura). Algunas veces, refringentes. Los cuerpos de psammoma desnudos no
presentan importancia diagndstica.

CELULAS Casi siempre presentes. Variables en nUmero y tamano, el n2 de nucleos varia.
GIGANTES Redondeados a ovales con cromatina finamente granular y micronucleolos. Cavitaciones e
inclusiones no presentes. Citoplasma abundante, denso y no fagocitico.

FONDO Normalmente limpio sin necrosis. Evidencia de hemorragia reciente o antigua. Histiocitos
con o sin hemosiderina. Infiltracién linfocitica +. Coloide variable, de palido a denso, a

menudo en hebras.

INMUNOPERFIL Reactivo a tiroglobulina, TTF-1 y citoqueratina 19.
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PERFIL INMUNOHISTOQUIMICO

Las células de carcinoma papilar muestran reactividad positiva a tiroglobulina de manera
consistente, excepto las de la variante de células columnares, en las que la positividad es
variable (Wenig et al, 1998). Las células de carcinoma papilar también muestran reactividad a
las queratinas de alto y bajo peso molecular, lo que indica una tendencia a la metaplasia
escamosa. La reactividad positiva también se manifiesta con el factor de transcripcion de
tiroides-1. Se ha documentado positividad a vimentina, pero no al antigeno
carcinoembrionario o la calcitonina. También se ha descrito una fuerte reactividad a la
proteina S-100 (Rosai et al, 1992). Otros marcadores para el carcinoma papilar identificados
incluyen CK-19, CD-15, HBME-1 y galectina-3 (Baloch et al, 1999; Hirokawa et al, 2000; Cheung
etal, 2001b; Aratake et al, 2002; Khurana et al, 2003; Saggiorato et al, 2004).

VARIANTES MORFOLOGICAS DEL CARCINOMA PAPILAR DE TIROIDES

Las variantes morfoldgicas del carcinoma papilar se clasifican en base al patrén arquitectdnico
(de crecimiento) y al tipo celular. Cada variante debe tener mas del 75% del tumor compuesto
por un patron morfoldgico especifico para ser clasificado en esa designacidn especifica. El
denominador comun para todas las variantes es la tipica morfologia nuclear, caracterizada por
nucleos palidos, nucléolos, cavitaciones nucleares e inclusiones citoplasmaticas intranucleares,
a excepcion de la variante de células columnares. Estas caracteristicas nucleares permiten un
diagndstico histoldgico y citoldgico preciso del carcinoma papilar.

Es muy frecuente observar patrones de crecimiento multiple en un determinado carcinoma
papilar. Por tanto, el diagndstico citolégico depende del area presente en la muestra y puede
no ser representativa del patron morfolégico principal. Histolégicamente, las variantes
morfoldgicas del carcinoma papilar de tiroides se reconocen con facilidad, pero generalmente
no se intenta su identificacion en muestras citoldgicas, a excepcion de la variante folicular.

Los rasgos que caracterizan algunas de las variantes —incluyendo encapsulacién (variante
encapsulada), implicacién difusa (variante difusa macrofolicular), estroma similar a la fascitis
nodular o desmoplasica y carcinomas micropapilares (microcarcinoma)— no pueden apreciarse
en muestras citoldgicas, sino Unicamente en secciones histoldgicas. Ademas, la incidencia de la
mayoria de estos subtipos es baja, y sus caracteristicas citopatoldgicas han sido documentadas
en raras ocasiones. Con la excepcidn de los carcinomas de células columnares, todos los demas
subtipos tienen las mismas caracteristicas nucleares tipicas, por lo que puede hacerse
facilmente un diagndstico genérico de carcinoma papilar de tiroides con un alto grado de
precision. El reconocimiento citoldgico de los subtipos morfoldgicos no estd garantizado y seria
insignificante en términos de manejo del paciente, ya que la tiroidectomia total se realiza de
forma rutinaria ante un diagndstico de carcinoma papilar de tiroides, independientemente del
subtipo morfoldgico.

Se han descrito diversas variantes histopatoldgicas del carcinoma papilar de tiroides (LiVolsi,
1990; Kini, 2008). La clasificacion de tumores de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de
2004 tipifica las siguientes VARIANTES (LiVolsi et al, 2004):

— tipo clasico o convencional — carcinoma cribiforme

— variante folicular — carcinoma papilar con estroma de tipo fascitis

— variante macrofolicular — carcinoma papilar con componente insular focal
— variante de células oncociticas (oxifilicas) — carcinoma papilar con células escamosas o
— variante de células claras carcinoma mucoepidermoide

— variante esclerosante difusa — carcinoma papilar con carcinoma de células
— variante de células altas fusiformes y gigantes

- variante de células columnares — carcinoma combinado papilar y medular

— variante sélida-trabecular — microcarcinoma papilar (esclerosante oculto)
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La literatura describe ademas otras variantes morfolédgicas del carcinoma papilar de tiroides
(CPT), como la variante folicular difusa, la variante encapsulada y la similar a tumor Warthin
(Rosai, 2004; Kini, 2008). Mientras algunas de las variantes descritas tienen mejor prondstico
que el tipo convencional, otras tienden a comportarse de manera agresiva, mostrando una
mortalidad y morbilidad mayores. Entre las ultimas se incluyen la variante de células altas, la
esclerosante difusa vy, el carcinoma papilar de tiroides con areas desdiferenciadas. Por otro
lado, la variante folicular, la oncocitica y las originadas en el contexto de tiroiditis autoinmune
se asocian con consecuencias adversas.

Descripcidn de las variantes de CPT mas frecuentes
CPT variante folicular

Descrito por Lindsay y colaboradores (1960), y definido en detalle por Chem y Rosai (1977), las
variantes foliculares comprenden hasta el 12% de los carcinomas papilares de tiroides
(Meissner & Adler, 1958; Chem & Rosai, 1977; Rosai et al, 1992). Se ha establecido una
elevada incidencia de metastasis en nddulos linfaticos cervicales. Aunque su comportamiento
bioldgico es similar al del carcinoma papilar cldsico, algunos autores han indicado un curso
clinico agresivo, con mayor propensidén a metastatizar a distancia, particularmente a pulmdn
(Carcangiu et al, 1985; Rosai et al, 1992; LiVolsi, 1990; Tielens et al, 1994).

CPT variante células altas

Descrita por primera vez por Hawk y Hazard (1976), la variante de células altas comprende
aproximadamente el 10% de los carcinomas papilares de tiroides (Johnson et al, 1988; Flint et
al, 1991; Hicks & Batsakis, 1993; Terry et al, 1994; Ostrowski & Merino, 1996; Bocklage et al,
1997; van den Brekel et al, 1997, Gamboa-Dominguez et al, 1997; Merino & Monteagudo,
1997; Filie et al, 1999; Pisani et al, 1999; Solomon et al, 2002). Estos tumores tienden a
aparecer en pacientes de avanzada edad, con una relacion hombre:mujer de 1:5.

El tamafio del tumor es grande y voluminoso, con frecuencia excede los 6 cm de diametro vy,
contiene areas de necrosis, extension extratiroidea e invasion vascular (42%). El
comportamiento biolégico es mas agresivo que el del tipo clasico (Johnson et al, 1988), con
mayor incidencia de recidivas, metastasis en nddulos linfaticos cervicales (75%) y metdstasis
distantes (17%). La mortalidad es del 35% de los casos (Johnson et al, 1988; Rosai et al, 1992;
LiVolsi et al, 2004).

CPT variantes sdlido-trabecular

Esta variante es comun en nifios, incluyendo aquéllos expuestos a radiacién. Se caracteriza por
un patrén de crecimiento sélido compuesto de células poligonales con abundante citoplasma
rosa y los rasgos nucleares tipicos del carcinoma papilar clasico (Rosai et al, 1992; Nikiforov et
al, 2001). Presenta invasidon vascular y extratiroidea en un tercio de los casos (LiVolsi et al,
2004).

CPT variante esclerosante difusa

Descrito por primera vez por Vickery (1983), la variante esclerosante difusa se observa mas
frecuentemente en nifios y adolescentes, y representa el 2,3% de todos los carcinomas
papilares de tiroides (Chan et al, 1987; Carcangiu & Bianchi, 1989; Soares et al, 1989; Caruso et
al, 1990; Fujimoto et al, 1990; Hayashi et al, 1990; Schroder et al, 1990; Gémez-Morales et al,
1991; Kumarasinghe, 1998; Imamura et al, 2000; Triggiani et al, 2003).

Esta variante muestra una mayor incidencia de implicacidon de los nédulos linfaticos cervicales
y metastasis pulmonares. Los depdsitos metastdsicos no son tan distintivos como el tumor
primario y se asemejan al carcinoma papilar tipo clasico (Chan et al, 1987).
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CPT variante folicular difusa

Originalmente descrito por Sobrinho-Simdes y colaboradores (1990), la variante folicular difusa
predomina en mujeres, que pueden ser hipertiroideas, y se presenta macroscépicamente
como un bocio. La glandula tiroides se encuentra aumentada y ocupada difusamente por una
neoplasia que muestra el patrén folicular y la morfologia nuclear del carcinoma papilar. El
curso clinico se ha descrito como agresivo, con metastasis distantes (lvanova et al, 2002).

CPT variante encapsulado

Se caracteriza por una encapsulacion total, con o sin invasién de la cépsula por el tumor;
puede asociarse con metdstasis linfaticas pero la incidencia de metastasis distantes es
practicamente nula (Schroder et al, 1984°%; Evans, 1987; Baloch & LiVolsi, 2000).

CPT variante de células claras.

Meissner y Adler describieron un 28% de casos con cambio de células claras en 224 casos de
carcinoma papilar de tiroides (Meissner & Adler, 1958). Algunos autores consideran los
carcinomas papilares con cambio de células claras como una expresidon de discrepancia
morfoldgica (Carcangiu et al, 19857 Schroder & Bocker, 1986). Rosai y colaboradores han
establecido que esta caracteristica es rara e intrascendente (1992). El citoplasma claro es un
resultado del acimulo de glucégeno o formacién vesicular (Civantos et al, 1984).

CPT variante microcarcinoma (esclerosante oculto)

De acuerdo a la definicion de la OMS, el microcarcinoma papilar es un tumor de tamafo < 10
mm (Delellis et al, 2004). Las lesiones que varian entre 5-10 mm son visibles a simple vista,
pueden ser palpadas por el endocrindlogo (a no ser que se encuentren situadas
profundamente), visualizadas por ultrasonidos y, pueden ser biopsiadas (Kini, 2008).

Los términos “microcarcinoma” y “carcinoma esclerosante oculto” se usan generalmente
como sinénimos.

El microcarcinoma puede ser solitario, multifocal, unilateral o bilateral, circunscrito y bien
definido, con o sin encapsulacién. Puede infiltrar en el parénquima circundante, o ser
esclerdtico y precisamente diferenciado del parénquima normal adyacente (Chan, 1990).

Las metadstasis en los nddulos linfaticos pueden aparecer con el microcarcinoma, y también
metastasis a distancia (Laskin & James, 1983; Harach & Franssila, 1984; Naruse et al, 1984;
Strate et al, 1984; Hoie et al, 1988).

Kasai y Sakamoto sugirieron una subclasificacion del microcarcinoma como diminuto o
“minute”(0-5 mm) y pequefio o “tiny” (5-10 mm), debido a la diferencia en cuanto a incidencia
de metastasis en nddulos linfaticos (13 vs 59%) y extension extratiroidea (3 vs 10%) (Kasai &
Sakamoto, 1987).

CARCINOMA POBREMENTE DIFERENCIADO

La OMS lo define como neoplasia derivada de células foliculares que muestra limitada
evidencia de una diferenciacién celular de estructura folicular (DelLellis et al, 2004). Ocupa una
posicién intermedia entre carcinomas papilares y foliculares diferenciados y carcinomas
anaplasicos o indiferenciados (Sakamoto et al, 1983; Delellis et al, 2004).

Los carcinomas pobremente diferenciados aparecen como grandes masas solitarias en el
tiroides, que corresponden a nédulos frios gammagraficamente. Los nddulos linfaticos
regionales pueden aparecer agrandados. Frecuentemente, suelen presentarse como un
crecimiento reciente en un paciente con tiroides multinodular o uninodular de larga duracion,
aunque también pueden presentarse como masas de crecimiento rdpido. Ademas de
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metadstasis nodulares, son relativamente habituales las metastasis pulmonares y dseas en el
momento del diagndstico (Delellis et al, 2004).

La apariencia histopatoldgica del carcinoma pobremente diferenciado es variable (Cabanne et
al, 1974; Lucot et al, 1979; Sakamoto et al, 1983; Carcangiu et al, 1984; Ljungberg et al, 1984).
Se reconocen tres patrones histoldgicos diferentes: insular, trabecular y sélido (Papotti et al,
1993; Sobrinho-Simde, 1996). El diagndstico se basa en la identificacidon de estos patrones en
la mayoria del tumor, junto con un patrdn infiltrativo de crecimiento, necrosis e invasion
vascular.

CARCINOMA ANAPLASICO O INDIFERENCIADO

Menos del 2% de los carcinomas tiroideos pueden clasificarse como anapldsicos o
indiferenciados (Hundahl et al, 1998). Tradicionalmente, estos tumores incluyen los poco
frecuentes carcinomas de células pequenfias, y los tipos mds comunes, el de células gigantes y
el de células fusiformes.

En cuanto a los tumores de células gigantes y de células fusiformes, ambas son neoplasias
agresivas que normalmente se presentan en pacientes de avanzada edad, y con mayor
frecuencia en mujeres. El paciente puede relatar una historia de un nddulo tiroideo que, tras
muchos afios de estabilidad, de repente comienza a crecer rdpidamente. Algunos pacientes
presentan historia previa de carcinoma de tiroides de bajo grado; otros presentan un
carcinoma de tiroides de bajo grado descubierto en el momento del diagndstico del carcinoma
anaplasico, y algunos no tienen historia de enfermedad tiroidea.

El analisis patoldgico minucioso de tiroides que contienen carcinomas anaplasicos ha
demostrado una elevada incidencia (50-70%) de vestigios de carcinoma papilar o folicular bien
diferenciado (Carcangiu et al, 1985°: Rosai et al, 1985; Hurlimann et al, 1987; LiVolsi et al,
1987; Shvero et al, 1988; Venkatesh et al, 1990; Orddfiez et al, 1991; Rosai et al, 1992), o
algunas veces un adenoma o nédulos adenomatosos (Venkatesh et al, 1990), confirmando la
impresion clinica de que los carcinomas anapldsicos se originan a partir de neoplasias de bajo
grado.

La evaluacién macroscopica muestra una masa infiltrante, palida y dura, que puede contener
focos blandos de necrosis y hemorragia. Estos tumores invaden los tejidos blandos cervicales e
involucran a los nddulos linfaticos regionales, a menudo por extensidn directa. El analisis
microscopico revela variados patrones histoldgicos, muchas figuras mitéticas, y regiones de
necrosis aguda.

Estudios ultraestructurales han demostrado la presencia de estructuras que se asemejan a
pequefios foliculos y conexiones entre las células, apoyando la idea de un fenotipo epitelial
(Carcangiu et al, 1985b; Rosai et al, 1985; LiVolsi et al, 1987; Shvero et al, 1988; Venkatesh et
al, 1990; Ordodfiez et al, 1991). La evidencia inmunohistoquimica de tiroglobulina se ha
demostrado en unos pocos carcinomas anaplasicos, lo que probablemente representa la
difusién de células con tiroglobulina de los foliculos tiroideos destruidos (Rosai et al, 1985;
LiVolsi et al, 1987); del 50 al 100% de estos tumores contienen queratina (Carcangiu et al,
1985°; Rosai et al, 1985; LiVolsi et al, 1987; Shvero et al, 1988).
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FACTORES PRONOSTICOS Y DE RIESGO EN CANCER DIFERENCIADO DE TIROIDES

PRESENTACION CLiNICA

Los registros de tumores indican que, en el momento del diagndstico, el cancer de tiroides se
encuentra localizado en tiroides en el 59% de los casos, diseminado a nddulos linfaticos
regionales en el 34%, y presente fuera del cuello como metastasis distantes en el 5% (Ries et
al, 2007, 2008). Esto es consistente con las series clinicas retrospectivas publicadas, que
describen diseminacidn a ndédulos linfaticos en el 20-50% de los pacientes en la evaluacion
clinicopatoldgica rutinaria (Mazzaferri & Kloos, 2001; Chow et al, 2003; Grebe & Hay, 1996; Ito
et al, 2003; McConahey et al, 1986; Nam-Goong et al, 2004; Scheumann et al, 1994). Con una
diseccién meticulosa del cuello y un minucioso examen patoldgico, el 80-90% de los pacientes
presentan implicacion linfatica microscépica en el momento del diagndstico (Arturi et al, 1997;
Qubain et al, 2002). En estas series clinicas, la diseminacién metastdsica en el momento del
diagndstico se observa solamente en el 2-5% de los casos (McConahey et al, 1986; Hay, 1990;
Mazzaferri & Jhiang, 1994).

Segun el estudio multicéntrico de cohortes de Hundahl y colaboradores (2000), la mayoria de
los pacientes con carcinoma diferenciado de tiroides (75%) presentan un ndédulo tiroideo
palpable, y en menor medida, adenopatias cervicales (27%), con una minoria de pacientes que
hayan presentado sintomas relacionados, como disfagia (10%), estridor (4%), ronquera o
cambios en la voz (7%). Sin embargo, de forma creciente se encuentran carcinomas ocultos en
estudios de imagen obtenidos por otros motivos.

Aunque los sintomas atribuibles a diseminacién de metdstasis distantes son un manifestacién
infrecuente del cancer diferenciado de tiroides (2%) (Hay et al, 2002"°), las metastasis se
presentan en el diagndstico inicial en un 46-73% (Haq & Harmer, 2005; Lin et al, 1999°;
Benbassat et al, 2006).

El cancer diferenciado de tiroides es una enfermedad indolora y potencialmente curable en la
mayoria de los pacientes, que presentan generalmente un buen prondstico, asociado a una
mortalidad especifica a los 10 afios inferior al 10% (Hundahl et al, 1998; Cross et al, 2006). Sin
embargo, un subgrupo de estos pacientes presenta un mal desenlace debido a un curso
tumoral agresivo, tanto clinica como histolégicamente (DeGroot et al, 1990).

La recidiva tumoral se puede detectar entre el 13-23% a partir de los 16,6 afios tras el
diagndstico, con recidiva local en el 9-30% de los casos y el 7,5% de recidiva fuera del cuello
(Mazzaferri & Jhiang, 1994; Simon et al, 1996; Mazzaferri & Kloos, 2001; Hay et al, 20023'b). La
recidiva clinicamente evidente no es un suceso trivial, con un 8% de los pacientes con recidiva
local, y un 50% de los pacientes con recidiva a distancia que mueren por esta enfermedad
(Mazzaferri & Jhiang, 1994).

El reconocimiento y evaluacién de factores prondsticos, combinado con datos de factores
moleculares que evallan el riesgo de recidiva y estratifican los pacientes con carcinoma
diferenciado de tiroides, se han usado para la seleccién de modalidades de tratamiento
especificas (Mazzaferri, 1987; Shaha, 1998; Cady, 1998).

El riesgo de metastasis, recidiva o fallecimiento estan relacionados con varios parametros, que
han sido recopilados recientemente por la AJCC (American Joint on Cancer Committee), la UICC
(International Union Against Cancer) y la NCCN (National Cancer Comprehensive Network)
(Tabla 1.11) (Duntas & Grab-Duntas, 2006).
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FACTORES RELATIVOS A LOS PACIENTES
Edad inferior a 15 afos o superior a 45 afios
Género masculino
Antecedentes familiares de cancer de tiroides
FACTORES RELATIVOS AL TUMOR
Didmetro del tumor >4 cm
Localizacion bilateral
Extensién tumoral fuera de la capsula tiroidea
Subtipo tumoral:
Células altas
Células columnares
Células de Hiirthle
Atipia nuclear acentuada, necrosis tumoral
Invasion vascular
Metastasis en nédulos linfaticos cervicales o mediastinicos
Metastasis a distancia
Captacion de yodo baja o ausente en metastasis o tumor
Duntas & Grab-Duntas, 2006.

FACTORES PRONOSTICOS CLINICOS e HISTOPATOLOGICOS
Edad y sexo

Desde 1925 se ha considerado la edad como un importante factor prondstico para el cancer
diferenciado de tiroides (Craver, 1925; Crile & Hazard, 1953). Para pacientes con edad inferior
a 40 afos, la mortalidad en el momento del diagndstico es baja y, se incrementa
progresivamente a partir de esta edad. Los pacientes mayores de 65 afios, comparados con los
menores de 40, desarrollan a menudo tumores agresivos locales y presentan recidivas clinicas
(Cunningham et al, 1990; Ward & Assumpcao, 2004). Un estudio reciente reveld que la edad
en el momento del diagndstico era el factor mas relevante en la determinacion de la
supervivencia esperada (Ronga et al, 2002); por el contrario, las caracteristicas histoldgicas del
cancer diferenciado de tiroides no se relacionan con la edad (Tubiana et al, 1985).

En el cancer diferenciado de tiroides, el sexo tiene poca importancia prondstica, ya que las
mujeres presentan una supervivencia solo ligeramente superior a los hombres (Mazzaferri &
Kloos, 2001).

Tamaiio tumoral

El riesgo de recidiva y de muerte asociada a cancer diferenciado de tiroides es proporcional al
incremento en tamafio del tumor primario (Schlumberger & Pacini, 1999; Mazzaferri & Kloos,
2001). El tamanio del carcinoma papilar de tiroides varia desde < 1 cm, (microcarcinoma), hasta
grandes tumores predictivos de recidiva y menor tiempo de supervivencia. Cuando se
considera el didmetro del tumor en el momento del diagndstico, el riesgo acumulativo para
infiltracidn extratiroidea y presencia de metdstasis en los nédulos linfaticos es mayor en el
carcinoma papilar que en el folicular, mientras que en el caso de metdstasis distantes y
tumores de igual tamafio, el riesgo es el mismo para ambos (Machens et al, 2005).

Localizacién del tumor e infiltracion de la capsula tiroidea

El carcinoma papilar de tiroides se presenta a menudo con focos multiples en uno o los dos
I6bulos de la glandula tiroidea. Se ha demostrado recientemente que la multifocalidad de los
tumores representa con mayor probabilidad tumores separados que metdstasis intranodulares
de un clon tumoral (Sugg et al, 1998).

La extensiéon del tumor fuera de la cdpsula tiroidea estd asociada generalmente con un mal
prondstico, que ha sido demostrado en grandes estudios mediante analisis multivariante (Hay
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et al, 1993; Shaha et al, 1995). En esta linea de evidencia, se ha descrito que la extensién de la
enfermedad en el momento del diagndstico, combinado con caracteristicas como sexo
masculino, tamafno tumoral y edad superior a 60 afios, hace descender significativamente la
supervivencia (Tzavara et al, 1999).

Subtipo tumoral

Los pacientes con Carcinoma Papilar de Tiroides (CPT) exhiben una tasa de supervivencia
superior a los de carcinoma folicular, debido principalmente a que se presentan a edad mas
temprana; la supervivencia a 10 afios de 95% y 80%, respectivamente (Mazzaferri & Jhiang,
1994; Baloch & LiVolsi, 2001). Sin embargo, estas estadisticas pueden variar dependiendo de
otros factores prondsticos.

La variante de células altas del CPT se encuentra habitualmente en tumores >5 cm de
didmetro, en varones de edad avanzada, y se asocia con manifestaciones extratiroideas y
muerte en el 25% de los pacientes.

La variante de células columnares del CPT es rara, con un comportamiento muy agresivo,
aparicidon de metastasis distantes y fallecimiento (Evans, 1986).

Finalmente, la variante esclerosante difusa del CPT, que afecta a nifios y adolescentes, induce
esclerosis difusa de la glandula tiroides, infiltracion linfocitica asociada al tumor, y metastasis
pulmonares en el 25% de los pacientes (Chan et al, 1987).

La variante de “células de Hirthle” del Carcinoma Folicular de Tiroides (CFT) se caracteriza por
invasion trans-capsular y/o vascular, metastasis linfaticas proximales y mal desenlace (Chen et
al, 1998; Baloch & LiVolsi, 2001).

Ill

Por su parte el “carcinoma folicular minimamente invasivo”, con invasion capsular sélo, se
asocia con buen prondstico.; mientras que el “carcinoma folicular con invasién vascular”, con
metastasis hematoldgicas en hueso y pulmdn, causa el fallecimiento hasta en el 50% de los
pacientes en los siguientes 10 afios (Brennan et al, 1991; Baloch & LiVolsi, 2001).

El carcinoma encapsulado, ya sea papilar, folicular o mixto, presenta un buen prondstico.

Invasidn vascular

Tanto en carcinoma papilar como folicular, la deteccidn de invasién vascular histolégica por el
tumor es un signo de agresividad tumoral que conlleva invasion hematoldgica, metdstasis
distantes y peor pronéstico (Falvo et al, 2005). Se ha demostrado que la invasién vascular
intra- y/o extratiroidea favorece las recidivas locales y metastasis distantes, mas frecuentes en
carcinoma folicular (Gardner et al, 2000).

Metastasis

En pacientes con CPT son mds frecuentes las metdstasis en ganglios linfaticos proximales, en
comparacion con el CFT. En conjuncidn con la edad, estas metdstasis constituyen un factor
prondstico muy importante en la recidiva tumoral y en el fallecimiento asociado a cdncer
(Hughes et al, 1996). Sin embargo, se ha demostrado que las metdstasis limitadas a nddulos
linfaticos proximales no influyen en la tasa de supervivencia (Lin et al, 1999).

En un estudio reciente se ha mostrado que los factores de riesgo significativos para la
persistencia y recidiva de enfermedad en céncer diferenciado de tiroides fueron el nimero de
metdstasis en nddulos linfaticos, la extensién extracapsular del tumor, la localizaciéon de
metastasis ganglionares, combinado con un tamafio tumoral >4 cm e incremento del nivel de
Tg a los 6-12 meses tras el tratamiento (Leboulleux et al, 2005). También se ha mostrado que
pacientes con recidiva locorregional, una edad superior a 45 afios, histologia folicular e
infiltracion de la cdpsula tiroidea, la presencia de metastasis distantes, la no ablacién de restos
tiroideos, asi como la ausencia de captacion de radioyodo y la localizaciéon de la recidiva
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locorregional en lecho tiroideo, estan asociadas con una supervivencia reducida (Rouxel et al,
2004).

Los sitios mas frecuentes de enfermedad metastasica distante son los pulmones, seguido del
esqueleto, suponiendo estos dos sitios la practica totalidad de los focos metastaticos distantes
(Hag & Harmer, 2005). Las metastasis pulmonares pueden aparecer en estudios mediante TAC
como micromédulos (<5mm) o nddulos; también pueden encontrarse radiograficamente
ocultas (identificadas solamente en gammagrafia con *!l diagndstica o post-tratamiento).

Los pacientes con metdstasis distantes presentan un mal prondstico y una considerable
mortalidad especifica. Ademas, el nimero, el tamafio, y la localizacidon de estas metdstasis son
factores importantes. Los pacientes con micrometdstasis pulmonares muestran una mayor
tasa de supervivencia que los que presentan macrometdstasis, mientras que éstos ultimos
presentan mejor tasa de supervivencia que los pacientes con metdstasis 6seas (Clark, 1996;
Maxon, 1993). Las metastasis a distancia presentan un peor desenlace, especialmente a partir
de los 70 afos (Hag & Harmer, 2005). Aunque el paciente viva durante largos periodos, su
supervivencia global se encuentra significativamente reducida (Clark et al, 2005). Los
resultados de algunas pequeias series muestran una proporcidn de supervivencia a 5 afios del
100% para resultados normales, 88% para el caso de metastasis micronodulares y 25% para
metastasis nodulares (llgan et al, 2004).

Es bien conocido que pacientes con carcinoma de tiroides pobremente diferenciado a menudo
exhiben lesiones hipermetabdlicas, evidenciada por un aumento de la captacién de glucosa,
pérdida de capacidad de concentrar *'I.

ESTADIFICACION E iNDICES PRONOSTICOS DEL CARCINOMA PAPILAR DE TIROIDES

La estadificacion y clasificacién del riesgo del cancer es una parte esencial e integral de su
manejo, y los sistemas de estadificacion no sélo proporcionan informacién prondstica precisa
al clinico y a su paciente, sino que facilita el intercambio de informacién entre distintas
instituciones médicas (Greene, 2005; Cooper et al, 2009). Sin embargo, en pacientes con
carcinoma papilar de tiroides es controvertido cudl de los actuales sistemas de estadificacion
es el mas preciso para predecir la supervivencia (Lang et al, 2007).

Se han desarrollado varios sistemas de estadificacion para el carcinoma papilar de tiroides.
Todos intentan tener en cuenta factores que predicen el comportamiento tumoral para
proporcionar informacidon prondstica y guiar la intensidad adecuada del tratamiento y el
seguimiento. Aunque estos sistemas de estadificacion difieren sutilmente, los factores mas
relevantes incluyen edad del paciente en el momento del diagndstico, tamaiio y extension
tumoral, implicacidon de nddulos linfaticos regionales, y finalmente, metdstasis distantes. Una
menor edad al diagndstico se asocia con un prondstico mucho mas favorable, debido a que
estos tumores tienden a ser subtipos histolégicos menos agresivos que responden muy
eficientemente a la terapia con radioyodo (Jukkola et al, 2004; Loh et al, 1997; Rouxel et al,
2004; Durante et al, 2006).

En nuestro estudio hemos aplicado los siguientes Sistemas de Estadificacion:

EORTC: European Organization for Research and Treatment of Cancer (Byar et al, 1979).

El sistema EORTC fue el primer intento de estatificar en un solo sistema todos los tipos
histolégicos de carcinoma de tiroides, incluyendo los carcinomas anapldsicos y medulares. La
puntuacién prondstica se deriva y estratifica en grupos de riesgo o estadios 1 - 5 (ANEXO II).
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AMES: Age, Metastases, Extent, Size. Lahey Clinic (Cady & Rossi, 1988).

El sistema AMES se desarrollé a partir de pacientes con cancer diferenciado de tiroides. Los
factores prondsticos incluyen edad, metastasis distantes, invasion extratiroidea y tamafio.
Tanto la edad como el tamafio se expresan como variables categdricas; 5 cm es el punto de
corte para el tamafio; para la edad es de 41 afos en hombres y 51 en mujeres.

MACIS: Metastases, Age, Completeness or resection, Invasion, Size. Mayo Clinic (Hay et al,
1993).

Este sistema se desarrollé como alternativa al sistema AGES (Age, Grade, Extent, Size) debido a
que en la mayoria de los centros el grado del carcinoma papilar de tiroides no se evalua. El
sistema se basa Unicamente en el estudio de pacientes con carcinoma papilar de tiroides; se
obtiene una puntuacion prondstica que estratifica los pacientes en 4 grupos de riesgo I-IV.

GAMES: Grade, Age, Metastases, Extent, Size. Memorial Sloan Kettering (Shaha et al, 1994).

Este sistema de estadificacién contempla pacientes con cancer diferenciado de tiroides. Los
pacientes son estratificados en 3 categorias (bajo riesgo, riesgo intermedio y riesgo elevado).
Los puntos de corte para las variables continuas fueron establecidos en 45 afios y 4 cm.

TNM, 62 Edicién: Sistema de Estadificacion TNM. AJCC/UICC. (Greene et al, 2002).

La AJCC/UICC aplicd este sistema de clasificacion basandose en parametros pTNM. Esta
recomendado para todos los tipos de cancer, incluyendo el cancer de tiroides (Brierley et al,
1997; Loh et al, 1997), ya que proporciona un método util que describe la extensidn del tumor
(Wittekind et al, 2002) (Anexo Ill). Es el Unico sistema de estadificacion que es revisado
regularmente para actualizarlo con los cambios predominantes en el campo del carcinoma de
tiroides. La 62 edicién comenzo a usarse en enero de 2003 y, como en ediciones anteriores, el
sistema TNM describe la extensién anatdomica del tumor primario (T), la implicacién de los
ganglios linfaticos regionales (N) y las metdstasis a distancia (M). Aunque el sistema es
aplicable a todos los tipos histolégicos de carcinoma de tiroides, la agrupacion del estadio varia
dependiendo de cada tipo histoldgico; sin embargo, el carcinoma papilar y folicular se
estadifican de la misma forma.

ESTRATEGIA DE SEGUIMIENTO POSTQUIRURGICO EN CANCER DE TIROIDES
Terapia inicial

El pilar de la terapia en cdncer diferenciado de tiroides incluye la reseccién quirdrgica
(normalmente tiroidectomia casi total, en la que todo el tejido tiroideo macroscopico es
retirado, con la excepcidn de un pequefio remanente, necesario para conservar las glandulas
paratiroides y los nervios recurrentes laringeos), posible diseccion de nddulos linfaticos y
posible ablacion de los restos tiroideos con radioyodo (Cooper et al, 2009; Sosa & Udelsman,
2006). El Unico estudio de imagen preoperatorio de rutina es la ecografia de cuello, que puede
realizarse para identificar posibles metdstasis multifocales o cervicales, ya que estos hallazgos
afectarian a la extension de la cirugia inicial (Stulak et al, 2006; Kouvaraki et al, 2003; Sosa &
Udelsman, 2006). Las metastasis en ganglios linfaticos cervicales no palpables se detectan con
ecografia en el 33% de los pacientes con carcinoma papilar de forma preoperatoria (Stulak et
al, 2006).

La tiroidectomia casi total es seguida de la ablacién de restos con radioyodo, para tratar
cualquier posible enfermedad local persistente o la presencia de metastasis no sospechadas.
La utilidad de la ablacion con radioyodo en todos los pacientes con estadio | es controvertida,
pero las Guias de Practica Clinica de la ATA la recomiendan en pacientes con caracteristicas de
mayor riesgo de enfermedad temprana, incluyendo el estadio | multifocal, metastasis
cervicales (pacientes <45 afos sin metastasis distantes son estadio |, independientemente de
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la presencia de metastasis nodulares locales), evidencia de invasién microvascular y subtipos
histoldgicos mas agresivos (Cooper et al, 2009; Sawka et al, 2004).

Seguimiento a largo plazo

La base del manejo a largo plazo incluye el reemplazo hormonal tiroideo con supresién de TSH
y vigilancia bioquimica e iconogréfica de intensidad variable, dependiendo de las
caracteristicas histoldgicas y clinicas.

Los principios basicos para el manejo de cualquier enfermedad persistente o recurrente
detectable, en orden de importancia, son:

a. Reseccién quirurgica de las metastasis locorregionales detectadas en ausencia de
metastasis distantes extendidas.

b. Terapia repetida con radioyodo para enfermedad persistente, recidiva local o enfermedad

metastdsica diseminada hasta que no se detecte mds efectividad del tratamiento o la

reserva de médula dsea se encuentre comprometida.

Consideracidn de terapia con radiacién para enfermedad no resecable e insensible a yodo.

d. La consideracion de protocolos de quimioterapia en investigacidn, asi como regimenes de
guimioterapia actualmente estandarizados, no juegan un papel importante en el manejo a
largo plazo del cancer diferenciado de tiroides (Cooper et al, 2009).

o

Tiroglobulina

Ya que la Tg es secretada por el tejido tiroideo normal, la determinacién inicial en suero no se
obtiene hasta que la tiroidectomia y la ablacion con radioyodo, si procede, se han realizado; la
medida de Tg ha demostrado ser una herramienta especifica y sensible en la deteccién de
metastasis y recidiva local. Un nivel elevado o creciente de Tg sérica en un paciente sin tejido
tiroideo remanente es un marcador altamente especifico de recidiva tumoral, los valores
predictivos negativos superan el 90% en pacientes de bajo riesgo (Mazzaferri et al, 2003).

Rastreo corporal total con '

La relevancia clinica del rastreo corporal total diagndstico en el seguimiento a largo plazo de
los pacientes de cancer diferenciado de tiroides de bajo riesgo ha disminuido notablemente
dado el extendido uso de la Tg sérica y la ecografia. Ademas, la sensibilidad de esta técnica es
baja en pacientes tras la ablaciéon con radioyodo; de hecho, se ha demostrado que el rastreo
de cuerpo completo no tiene valor diagndstico en pacientes con Tg negativa (Cailleux et al,
2000; Pacini et al, 2002).

Un rastreo de cuerpo completo obtenido tras recibir la dosis terapéutica de radioyodo
presenta mayor sensibilidad para la deteccion de metastasis locorregionales y distantes, y
puede revelar focos tumorales adicionales que no fueron apreciados antes del tratamiento con
1) en aproximadamente el 10-15% de los casos (Fatourechi & Hay, 2000).

Sin embargo, la ecografia ha demostrado ser mas sensible que el rastreo corporal total en la
deteccion de recidiva local (sensibilidad de la ecografia 70%, frente a 20% del rastreo); cuando
ademads se combina la medida de Tg con la ecografia, la sensibilidad asciende a 96,2% vy la
especificidad al 100%, frente a 92,7% y 100% de la combinacién de rastreo corporal y Tg
(Pacini et al, 2003). Ademas, la dosis de radioyodo administrada puede hacer disminuir la
captacion de la dosis terapéutica de **'I, en un efecto conocido como aturdimiento.

Dadas sus limitaciones, el uso del rastreo corporal total ha decaido en el seguimiento de
pacientes de bajo riesgo de recidiva, aunque aun es Util para detectar metastasis distantes
captantes de yodo en el contexto de niveles incrementados de Tg y ecografias normales en
pacientes de riesgo bajo o intermedio o en pacientes de alto riesgo para detectar enfermedad
persistente tras la terapia inicial basdandose en niveles de Tg, evidencia clinica o caracteristicas
histoldgicas.
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Ecografia cervical

La ecografia cervical (asi como la PAAF guiada con ecografia) ha emergido en los ultimos afios
como la modalidad de imagen dominante para evaluar el lecho tiroideo o las metdstasis
locorregionales, permitiendo la identificacidn, localizacién y toma de muestra de metastasis de
hasta 5 mm (Johnson & Tublin, 2008).

La ecografia ha demostrado ser claramente superior a la evaluacién clinica en la deteccion de
recidiva locorregional, con mas del 60% de pacientes con confirmacién histopatolédgica de
recidiva que presentaban ecografia positiva y sin embargo, resultados clinicos negativos
(Stulak et al, 2006; Kouvaraki et al, 2003).

Las guias de practica clinica recientemente publicadas por la NCCN incluyen recomendaciones
mas estrictas para el rastreo anual con radioyodo y un mayor énfasis en la utilidad de la
ecografia de cuello. Especificamente, estas recomendaciones incluyen:

- Ultrasonografia de cuello periddica.

- Medida de Tg estimulada con TSH humana recombinante (rhTSH) en pacientes de bajo
riesgo con ecografia de cuello reciente negativa y Tg suprimida con TSH negativa que no
presentaban metastasis distantes o invasién de tejidos blandos en la estadificacion inicial.

- Rastreo con radioyodo cada 12 meses hasta ausencia de enfermedad tratable si la Tg es
detectable, o presentaban metdstasis distantes o invasion de tejidos blandos en la
estadificacién inicial. Consideracién de una técnica de imagen adicional no basada en
radioyodo si el rastreo con radioyodo es negativo y la Tg estimulada es superior a 2-5
ng/ml (Mittendorf et al, 2007).

Estas guias apoyan el uso del rastreo terapéutico si la Tg estimulada es superior a 10 ng/mly
los estudios de imagen negativos.

Las guias recientes de la ATA son similares, y sugieren la consideracion del rastreo terapéutico
empirico si el nivel de Tg estimulada es superior a 10 ng/ml tras la supresién, o 5 ng/ml tras
rhTSH, y los estudios de imagen, incluyendo TAC de tdrax sin contraste, son negativos. Para
pacientes con niveles de Tg estimulada inferiores a 5 (rhTSH) 6 10 ng/ml (supresidn), se
recomienda un seguimiento de 6 a 12 meses. Las guias de la ATA también limitan el uso del
rastreo con radioyodo al seguimiento de pacientes con riesgo intermedio-alto de enfermedad
(Cooper et al, 2009). Una Tg que no se eleva con rhTSH o supresidon de T4 tras 6-12 meses
post-tratamiento definiria de forma efectiva una poblacién de pacientes de riesgo intermedio-
bajo que se encuentra a muy bajo riesgo de recidiva.
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BIOLOGIA MOLECULAR DEL CARCINOMA PAPILAR DE TIROIDES

Este tumor presenta con frecuencia mutaciones en genes que codifican proteinas que
transducen sefiales a través de la ruta de sefalizacion MAPK (mitogen-activated protein
kinases). Esta cascada intracelular ubicua regula el crecimiento celular, la proliferacion y la
supervivencia en respuesta a factores de crecimiento, hormonas y citoquinas, que
interaccionan con receptores tirosina quinasas de la superficie celular (Robinson & Cobb,
1997). El 70% de los carcinomas papilares presentan mutaciones activantes de los genes braf,
ret o ras y rara vez se solapan entre si en el mismo tumor. Esto sugiere que la sefializacién a
través de la ruta MAPK es esencial para la inicio del tumor y que la alteracidon de un solo
efector de la ruta es suficiente para la transformacion celular (Kimura et al, 2003; Soares et al,
2003; Frattini et al, 2004). A pesar de su capacidad comun para activar la ruta MAPK, cada una
de estas mutaciones probablemente presenta efectos Unicos y caracteristicos sobre la
transformacion celular, ya que se asocian con firmas de expresidn génica Unicas, asi como
distintas propiedades bioldgicas y fenotipicas de los carcinomas papilares (Giordano et al,
2005; Adeniran et al, 2006).

Mutaciones braf

BRAF es uno de los 3 miembros de una familia altamente conservada de serina-treonina-
quinasas RAF (ARAF, BRAF y CRAF), que son efectores clave de la ruta candnica MAPK (RAF-
MEK-ERK). Esta ruta es crucial en la transduccién de seiales mediante factores de crecimiento,
hormonas y citoquinas, y estd implicada en la regulacion de la proliferacion celular,
diferenciacién y apoptosis (Tanoue & Nishida, 2003).

Los genes raf se han descrito como oncogenes porque las proteinas RAF son efectores
inmediatos de las oncoproteinas RAS, y debido a que su descripcién inicial fue su forma
oncogénica viral v-raf (Rapp et al, 1983). La evidencia final fue el descubrimiento de
mutaciones activantes en el gen braf en un amplio panel de canceres humanos (Brose et al,
2002; Davies et al, 20027), de manera prominente en melanoma cutaneo (63-66%), carcinoma
seroso de ovario (33-40%) (Davies et al, 2002°; Singer et al, 2003) y carcinoma colorrectal (11-
20%) (Rajagopalan et al, 2002; Wang et al, 2003).

Las mutaciones puntuales del gen de la serina-treonina quinasa BRAF (localizado en el
cromosoma 7q34) (Cohen et al, 2003"; Xing et al, 2005°) son en su mayoria £90%) de un solo
tipo, que implica la transversién de la timina situada en posicién 1799 de la secuencia del gen
por una adenina (T1799A). El resultado es la sustitucién del aminoacido valina, localizado en la
posicion 600 de la proteina, por un glutamato (V600E) (Smanik et al, 1995; Davies et al, 2002
Kimura et al, 2003). La mutacion BRAF™*** o BRAF'**® mimetiza la fosforilacion en el
segmento de activacidon de BRAF, insertando un residuo cargado negativamente y adyacente a
un sitio de fosforilacion activante en la serina 599 (Davies et al, 2002°). Esto causa la
conversion de BRAF a una forma cataliticamente activa, mediante la alteracidén de la asociacion
del segmento de activacidon con el bucle P de unién a ATP, que es el que normalmente
mantiene a BRAF en una conformacidn inactiva (Dhillon & Kolch, 2004; Hubbard, 2004; Wan et
al, 2004).

La mutacién BRAF™*®* constituye la principal alteracién genética del carcinoma papilar de

tiroides, y se encuentra en el 45% de los carcinomas papilares de tiroides (Xing, 2005°), aunque
varia segun las series entre un 20-83% (Cohen et al, 2003% Kimura et al, 2003; Soares et al,
2003; Kim et al, 2004).

Ademas, las mutaciones de braf se encuentran en carcinomas anapldsicos de tiroides (20%) y
en carcinomas pobremente diferenciados (15%), concretamente en aquellos tumores que
ademas contienen areas de carcinoma papilar bien diferenciado (Namba et al, 2003;
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Nikiforova et al, 2003% Begum et al, 2004; Ciampi & Nikiforov, 2005; Xing, 2005°). En estos
tumores, la mutacion de braf es detectable en ambas regiones tumorales, tanto en las areas
tumorales bien diferenciadas como en las pobremente diferenciadas o anaplasicas, lo que
proporciona evidencia de que se trata de un proceso de carcinogénesis temprana.

Otros mecanismos de activacion de BRAF mucho menos frecuentes incluyen la mutacion
puntual K601E, pequefas inserciones o deleciones conservando el marco de lectura alrededor
del coddn 600 (Trovisco et al, 2004; Carta et al, 2006; Hou et al, 2007°), y el reordenamiento
akap-braf, que es mas frecuente en carcinomas papilares asociados a exposicién a la radiacion
(Ciampi et al, 2005).

Las mutaciones en braf presentan una elevada prevalencia en carcinomas papilares tipo cldsico
y de la variante de células altas, y son menos frecuentes en la variante folicular (Trovisco et al,
2004; Adeniran et al, 2006).

Numerosos estudios han mostrado correlacién entre la presencia de la mutacién BRAF** y

caracteristicas tumorales de mayor agresividad, como son extensién extratiroidea, estadio
tumoral avanzado en la presentacion, recidiva tumoral y metdstasis en ganglios linfaticos o a
distancia (Namba et al, 2003; Nikiforova et al, 2003%; Xing et al, 2005). Un hallazgo relevante,
establece que la mutacién BRAF** es un predictor independiente de recidiva tumoral,
incluso en pacientes con estadio I-ll de la enfermedad (Xing et al, 2005; Kim et al, 2006°). Esta
mutacion también se ha asociado a la disminuciéon de la capacidad de los tumores para captar
radioyodo, y al fracaso del tratamiento de la enfermedad recurrente, lo que podria ser debido
a la pérdida de regulacién del simporter de Na’/I" (NIS), y otros genes relacionados con el
metabolismo del yoduro en células foliculares tiroideas (Xing et al, 2005; Riesco-Eizaguirre et
al, 2006). La mayoria de los estudios, aunque no todos, asocian la mutacion BRAF™7%A con
caracteristicas tumorales mas agresivas (Puxeddu et al, 2004; Trovisco et al, 2005; Fugazzola et
al, 2006), por lo que generalmente se acepta como un marcador fiable de carcinomas papilares
de comportamiento mas agresivo.

En estudios de ratones transgénicos, con expresion especifica en tiroides de la forma
BRAF™?** también se ha sugerido la implicacién de la forma mutante de BRAF™***en el inicio
y la desdiferenciacion del tumor, asi como su relacion con caracteristicas tumorales mas
agresivas (Knauf et al, 2005). Estos animales desarrollan carcinomas papilares de elevada
penetrancia y caracteristicas microscépicas semejantes a las observadas en humanos. Estos
tumores murinos aparecen frecuentemente acompanados de invasion vascular, capsular y de
musculo esquelético peritiroideo, caracteristicas todas ellas de comportamiento mas agresivo
en humanos, y demostrando también evolucion hacia carcinomas pobremente diferenciados.

Las mutaciones de braf son casi siempre mutuamente excluyentes respecto a las,
relativamente raras, mutaciones de los genes ras y de los reordenamientos ret (ret/ptc) y
ntrk1, sumando entre todas aproximadamente el 70% de los casos de carcinomas papilares de
tiroides (Kimura et al, 2003; Soares et al, 2003; Frattini et al, 2004; Puxeddu et al, 2004; Liu et
al, 2005). Esta activacion oncogénica mutuamente excluyente de ret/ptc, ras y braf en
carcinoma papilar de tiroides apoya la existencia de una ruta lineal de sefializacion oncogénica
en la que estarian involucradas RET/PTC-RAS-BRAF-MEK-ERK, un concepto también reforzado
por experimentos funcionales in vitro (Melillo et al, 2005; Mitsutake et al, 2006).

Tras la deteccidén de reordenamientos ret/ptc en la tiroiditis de Hashimoto, las mutaciones braf
fueron también investigadas en estas lesiones (Kim et al, 2005%; Smyth et al, 2005; Trovisco et
al, 2005). Aunque Kim y colaboradores fueron los Unicos en detectar mutaciones en braf en
casos de tiroiditis de Hashimoto con areas coexistentes de carcinoma papilar de tiroides que
presentaban la mutacidn de braf (Kim et al, 2005%), no se puede excluir la hipdtesis de
contaminacién por células del carcinoma papilar braf -positivas, por lo que este estudio no es
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conclusivo del papel neoplasico de BRAF™**

Nikiforov, 2008).

en la tiroiditis de Hashimoto (Nikiforova &

En el contexto de carcinoma papilar de tiroides en nifios post-Chernobyl, las mutaciones de
braf se han encontrado en muy baja frecuencia (Nikiforova et al, 2004%; Kumagai et al, 2004;
Lima et al, 2004; Powell et al, 2005). Los reordenamientos ret/ptc se presentan con una
frecuencia muy elevada, y no coexisten con alteraciones genéticas de braf, como en los casos
esporadicos (Kumagai et al, 2004; Lima et al, 2004). Se ha sugerido que la radiacion ionizante
contribuye a la incidencia de carcinoma papilar de tiroides principalmente mediante la
induccion de roturas en la doble hélice de ADN vy la consiguiente recombinacion ilegitima,
conduciendo de esta forma a reordenamientos ret/ptc y ntrkl (Nikiforova et al, 2000;
Nikiforova et al, 2004%). La elevada prevalencia de los reordenamientos ret/ptc y las bajas
frecuencias reciprocas de las mutaciones de braf son también caracteristicas de los carcinomas
papilares de tiroides infantiles y juveniles (Bongarzone et al, 1996; Sugg et al, 1996; Soares et
al, 1998; Lima et al, 2004; Powell et al, 2005; Trovisco et al, 2005).

En tumores tiroideos malignos, la mutacién BRAF'**** se encuentra restringida al carcinoma

papilar y carcinomas pobremente diferenciados y anaplasicos originados a partir de carcinoma
papilar (Nikiforova et al, 2003%; Namba et al, 2003; Begum et al, 2004). Por tanto, la deteccién
de esta mutacion en muestras de PAAF de tiroides o en muestras extirpadas quirdrgicamente
es practicamente diagndstica de carcinoma papilar (Cohen et al, 2004; Salvatore et al, 2004).

El analisis de la mutacién braf podria ser particularmente util en la redefinicion de muestras de
PAAF de tiroides diagndsticadas dentro de la categoria indeterminada (atipia o proliferacion
folicular), ya que podria establecer un diagndstico de certeza de carcinoma papilar en un
porcentaje significativo de estos casos (Cohen et al, 2004; Salvatore et al, 2004). Ademas, la
deteccién de la mutacién BRAF™?** puede ser evaluada mediante varias técnicas moleculares,
usando ADN aislado a partir de muestras de PAAF frescas o en muestras de archivo fijadas (Jin
et al, 2006).

Reordenamientos ret/ptc

Los receptores para factores de crecimiento también pueden conducir a la transformacion
celular cuando su estructura se ve modificada mediante mutaciones activadoras. Un ejemplo
relevante para la patogénesis de los carcinomas papilares tiroideos es el oncogén ret/ptc
(Grieco et al, 1990), una forma mutante del receptor tirosina quinasa RET. Un reordenamiento
cromosomico une los promotores de genes no relacionados al fragmento C-terminal de RET (el
cual pierde los dominios transmembrana y extracelular), resultando en la produccidn
aberrante de una forma truncada del receptor en el citoplasma de células tiroideas. Esta
proteina quimérica contiene la regién implicada en la transmisién de la sefal de crecimiento,
pero pierde los sitios que permiten la recepcion de la sefial (unién a ligando) y de anclaje a la
membrana. Todas las fusiones dejan el dominio tirosina quinasa del receptor RET intacto y
permiten a la oncoproteina RET/PTC unirse a la proteina SHC y activar la cascada RAS-RAF-
MAPK (Knauf et al, 2003).

RET es el receptor de membrana para el GDNF (glial cell derived neurotrophic factor) vy,
normalmente no se expresa en células foliculares tiroideas (Sanicola et al, 1997). La expresion
normal de RET y su actividad quinasa estan restringidas a un subgrupo de células derivadas de
células de la cresta neural embrionaria (Schuchardt et al, 1994). Consistente con esto, la forma
salvaje de RET se expresa en altos niveles en células C-parafoliculares (Nikiforov, 2002).

En carcinomas papilares tiroideos humanos se han encontrado varios tipos de
reordenamientos de ret, formados por la fusién del dominio tirosina quinasa intracelular 3’ del
gen con diferentes fragmentos génicos 5':
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ret/ptcl. Formado por una inversidén paracéntrica del brazo largo del cromosoma 10, que
conduce a la fusidn con un gen denominado h4/d10s170 (Grieco et al, 1990).

ret/ptc2. Ocurre por translocacidn reciproca entre los cromosomas 10 y 17, resultando en
la yuxtaposicién del dominio tirosina quinasa de c-ret con una porcién de la subunidad
reguladora de la proteina quinasa A (PKA) dependiente de AMP, (Bongarzone et al, 1993,
1994). Otros 9 tipos de translocaciones intercromosémicas se han identificado
recientemente (Kondo et al, 2006; Nikiforova & Nikiforov, 2008).

ret/ptc3. También es resultado de una inversion paracéntrica (tanto ret como elel se
encuentran en el brazo largo del cromosoma 10), y se forma por la fusién con el gen
rfg/elel(ncoa4) (Minoletti et al, 1994; Santoro et al, 1994; Fugazzola et al, 1996).

ret/ptcl, 2 y 3 son las alteraciones mas frecuentes en las que se encuentra implicado el gen ret
en carcinoma papilar de tiroides, aunque se han identificado al menos 15 tipos diferentes
hasta la fecha (Kondo et al, 2006; Nikiforova & Nikiforov, 2008).

ret/ptc es tipicamente mas frecuente en tumores de pacientes con historia de exposicion a
radiacidn (50-80%) y en carcinomas papilares de nifios y adultos jovenes (40-70%) (Nikiforov et
al, 1997; Soares et al, 1998; Fenton et al, 2000; Rabes et al, 2000).

Los reordenamientos somaticos del proto-oncogén ret se han detectado en 3-60% de los
carcinomas papilares de tiroides esporadicos adultos, con una media del 20% (Nikiforov, 2002;
Teng & Hempstead, 2004). La prevalencia de ret/ptc en carcinoma papilar de tiroides varia
significativamente en diferentes estudios, lo que probablemente refleja la diferente
sensibilidad de la metodologia deteccidn y la variabilidad del muestreo geografico, asi como la
diferente composicion histolégica de las series (Nikiforov et al, 1997; Nikiforov, 2002). En la
mayoria de las series que tratan con carcinomas papilares de tiroides esporadicos, ret/ptcl es
el tipo mas frecuente, constituyendo el 60-70% de los reordenamientos, mientras que ret/ptc3
corresponde al 20-30% (Soares et al, 1998; Sugg et al, 1998; Tallini et al, 1998; Nikiforov,
2002). En contraposiciéon, en el cancer de tiroides relacionado con Chernobyl, los
reordenamientos ret/ptc3 son los mas frecuentes (Nikiforov et al, 1997; Motomura et al, 1998;
Thomas et al, 1999; Nikiforov, 2002; Williams, 2006), al menos para la “primera ola” de
canceres originados en este contexto, ya que ret/ptcl parece predominar en casos con un
periodo de latencia mas largo (Williams, 2006). Otros tipos de reordenamientos ret/ptc mas
raros parecen estar predominantemente asociados a exposicién a radiacién ionizante
terapéutica o ambiental (Bongarzone et al, 1993; Klughauer et al, 1998% Klugbauer & Rabes,
1999; Corvi et al, 2000; Klugbauer et al, 2000; Salassidis et al, 2000; Nikiforov, 2002; Saenko et
al, 2003); exceptuando las fusiones elks-ret y hook3-ret, descritas en carcinomas papilares sin
antecedente conocido de radiacién (Nakata et al, 1999; Ciampi et al, 2007).

La distribucion del reordenamiento ret/ptc dentro del tumor puede ser bastante heterogénea,
y variar desde estar implicadas todas las células (ret/ptc clonal), a ser detectado sélo en una
pequefia fraccion de células tumorales (ret/ptc no clonal) (Unger et al, 2004; Zhu et al, 2006).
Aunque ret/ptc se ha encontrado en varios estudios en adenomas y otras lesiones tiroideas
benignas (Ishizaka et al, 1991; Sheils et al, 2000; Elisei et al, 2001), puede asumirse que el
reordenamiento clonal ret/ptc (es decir, el que se encuentra en las mayoria de células dentro
del tumor) es razonablemente especifico de carcinomas papilares (Nikiforova & Nikiforov,
2008).

Los reordenamientos ret/ptc se pueden detectar en muestras de PAAF de tiroides. Varios
estudios han demostrado que la deteccidén de ret/ptc puede perfeccionar el diagndstico
preoperatorio de nddulos tiroideos, particularmente en muestras con diagndstico
citopatoldgico indeterminado o con insuficiente cantidad de células (Cheung et al, 2001%;
Salvatore et al, 2004). A pesar de que estos estudios han proporcionado evidencias relevantes
sobre la utilidad diagndstica potencial de la deteccion de ret/ptc en muestras de PAAF de
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tiroides, la realizacion de este analisis se debe definir todavia antes de implementar esta
técnica en la rutina clinica. Un problema potencial de este test es la necesidad de aislar ARN de
una calidad aceptable, cuestion dificil de asegurar en muestras fijadas (Nikiforova et al, 2004°).

Los carcinomas papilares con reordenamientos ret/ptc suelen presentarse a una edad mas
temprana, y presentan una elevada proporcién de metdstasis en nédulos linfaticos, histologia
papilar clasica y menor estadio en la presentacidn, particularmente los que presentan ret/ptcl
(Adeniran et al, 2006). En carcinomas papilares asociados con exposicidn a radiacion ionizante
(como en los tumores post-Chernobyl), ret/ptcl se ha encontrado asociado a histologia papilar
clasica, mientras que el tipo ret/ptc3 es mas frecuente en la variante sélida (Nikiforov et al,
1997).

Reordenamientos ntrk1 (trka)

El gen ntrk1 (neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 1, o trka, tyrosine kinase receptor A)
se localiza en el cromosoma 1, que estda entre los de mayor frecuencia de alteraciones
estructurales en carcinoma papilar de tiroides. Este gen codifica el receptor de alta afinidad
para el NGF (nerve growth factor), el cual activa la ruta RAF-MEK-ERK (Miller & Kaplan, 2001).

Los reordenamientos cromosdmicos detectados en carcinoma papilar de tiroides afectan a los
receptores tirosina quinasa para factores de crecimiento, ret y ntrk1 (Tallini, 2002), ambos
implicados en la regulacién del crecimiento, diferenciacidon y apoptosis neural en sistema
nervioso central y periférico (Teng & Hempstead, 2004).

Los reordenamientos de ntrkl implican su fusién a genes heterdlogos (Nikiforov, 2002), y
generan proteinas quiméricas que han sido extensamente estudiadas en modelos in vitro
usando varios transcriptos ntrk1; sus propiedades oncogénicas proceden de la activacion
andmala permanente de su dominio tirosina quinasa (Tallini, 2002).

Los reordenamientos oncogénicos del gen ntrkl son raros, se encuentran normalmente en
menos del 10% de los casos de carcinoma papilar de tiroides esporddicos (Kuo et al, 2000;
Musholt et al, 2000; Frattini et al, 2004; Liu et al, 2005).

La sefalizacion celular a través de NTRK1 estd modulada por la presencia de p75NTR
(neurotrophin receptor p75NTR) (Miller & Kaplan, 2001). Al contrario que NTRK1, p75NTR se
une a todas las neurotrofinas, pero pierde la actividad tirosina quinasa intrinseca (Teng &
Hempstead, 2004). Se ha sugerido la implicacién de NTRK1 y p75NTR en la etiopatogenia del
carcinoma papilar de tiroides en base a la deteccién de reordenamientos de ntrkl en
carcinoma papilar de tiroides, junto a la observacién de expresién dirigida a tiroides de la
proteina quimérica reordenada NTRK1 en ratones transgénicos (Russell et al, 2000; Rocha et
al, 2006). También se ha descrito que la localizacion celular de p75NTR esta relacionada con la
presencia de la mutacion BRAF™***, aunque la relevancia bioldgica de este descubrimiento
aun estd por aclarar (Rocha et al, 2006).

Mutaciones ras

Los genes ras (Hras, Kras y Nras) se encuentran frecuentemente implicados en la
carcinogénesis humana; aproximadamente el 15% de todos los canceres humanos presentan
mutaciones en estos genes (Bos, 1989). Todos codifican proteinas G relacionadas entre si, las
cuales juegan un papel esencial en la transduccién intracelular de sefiales originadas en los
receptores de membrana. En su estado inactivo, la proteina RAS se encuentra unida a GDP.
Tras su activacidn, libera GDP y une GTP, activando varias rutas de sefializacién, entre ellas la
ruta MAPK clasica (RAF-MEK-ERK) (Peyssonnaux & Eychéne, 2001) y la ruta PI3K/Akt
(phosphoinositide-3-kinase/protein kinase B). En situacion normal, la proteina RAS-GTP
activada se inactiva rapidamente debido a su actividad GTPasa intrinseca y a la accién de
proteinas GTPasas citoplasmaticas.
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Las mutaciones de ras encontradas en tumores aparecen de forma caracteristica en los
codones 12, 13 6 61 de cualquiera de los 3 genes, resultando en la activacion constitutiva de
proteinas RAS. Estas mutaciones puntuales en dominios discretos del gen ras pueden
incrementar su afinidad por GTP (como es el caso de las mutaciones en los codones 12 y 13), o
inactivar su funcion GTPasa autocatalitica (mutaciéon en el codén 61). Como resultado, la
proteina mutante queda permanentemente en la posicidn activa, y activa continuamente sus
dianas posteriores.

Las mutaciones puntuales que implican varios sitios especificos (codones 12, 13 y 61) de los
genes Hras, Kras o Nras se han descrito en, aproximadamente, el 10-20% de los carcinomas
papilares de tiroides (Namba et al, 1990%; Ezzat et al, 1996; Vasko et al, 2004). Los carcinomas
papilares que presentan mutacion en ras casi siempre presentan histologia variante folicular;
esta mutacién ademds se asocia con caracteristicas nucleares significativamente menos
marcadas de carcinoma papilar, encapsulacién mas frecuente y baja proporcidon de metastasis
nodulares (Zhu et al, 2003; Adeniran et al, 2006). Algunos estudios han descrito la asociacion
entre mutaciones de ras y una mayor frecuencia de metdstasis a distancia (Hara et al, 1994).
Las mutaciones del gen ras no estdn restringidas a carcinoma papilar, sino que se encuentran
en otras neoplasias tiroideas benignas y malignas, asi como en tumores de otros tejidos.

Las mutaciones en genes ras son particularmente prevalentes en carcinomas foliculares
clasicos (40-50%) y adenomas foliculares (20-40%) (Suarez et al, 1990; Esapa et al, 1999;
Basolo et al, 2000; Motoi et al, 2000), y menos frecuentes en carcinoma papilar de tiroides
(Vasko et al, 2003). Su prevalencia en carcinomas papilares varia ampliamente, dependiendo
de las series estudiadas (0-16%) (Lazzereschi et al, 1997; Sugg et al, 1999; Nikiforova et al,
2003"; Vasko et al, 2003). Las mutaciones asociadas a carcinoma papilar (y a lesiones tiroideas
en general) implican predominantemente al codén 61 de Nras y, en menor extension, de Hras
(Vasko et al, 2003; Zhu et al, 2003; Castro et al, 2006; Di Cristofaro et al, 2006).

Reordenamientos pax8/ppary

El reordenamiento pax8/ppary es el resultado de la translocacién t(2;3)(q13;p25). El gen pax8,
localizado en 2g13, codifica un factor de transcripcién esencial para el desarrollo de la estirpe
celular epitelial folicular (Mansouri et al, 1998), y el gen ppary, localizado en 3p25, codifica un
factor de transcripcidon nuclear dependiente de ligando que es miembro de la familia del
receptor activador de proliferacién de peroxisomas (Fajas et al, 1997). Kroll y colaboradores
demostraron que la translocacién t(2;3) (q13;p25) resulta en la fusion de los dominios de
union a ADN del factor de transcripcion de tiroides pax8 (2q13) con los dominios A hasta F del
receptor y del activador de proliferacion de peroxisomas (peroxisome proliferator-activated
receptor gamma, pparyl) (3p25) (Kroll et al, 2000). El efecto carcinogénico de este proceso
parece ser debido a la pérdida de la funcidn transcripcional propia de pax8 y pparyl en la
forma reordenada pax8/ppary , asi como de las proteinas normales PAX8 y PPARy, debido a un
efecto dominante negativo (Kroll et al, 2000; Au et al, 2006) de la funcidn de PPARy, aunque el
mecanismo mediante el que la supresidn de PPARromueve la formadn del carcinoma
folicular no se conoce completamente (Kroll et al, 2000).

En la descripcidn inicial, tanto el ARN,, como la proteina de PAX8/PPARy fueron detectados en
carcinoma folicular de tiroides, pero no en adenoma, carcinoma papilar o hiperplasias
multinodulares, asi que se presenté como un marcador de carcinoma folicular de tiroides (Kroll
et al, 2000). Sin embargo, esta alteracion genética fue posteriormente descrita en varias series
de adenomas foliculares de tiroides (Marques et al, 2002; Nikiforova et al, 2002°; Cheung et al,
2003), lo que descarté la posibilidad de considerar los reordenamientos pax8/ppary como un
indicador molecular de malignidad.
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Recientemente, se ha publicado por primera vez que el gen de fusion pax8/ppary también se
encuentra en un numero relativamente elevado de casos de carcinoma papilar de tiroides
variante folicular (37,5%) (Castro et al, 2005; Castro et al, 2006).

pax8/ppary aparece en aproximadamente el 35% de los carcinomas foliculares cldsicos, y con
una menor prevalencia, en carcinomas oncociticos o de células de Hiirthle (Dwight et al, 2003;
French et al, 2003; Nikiforova et al, 2003").

UTILIDAD DIAGNOSTICA DE LAS ALTERACIONES GENETICAS ASOCIADAS A CARCINOMA
PAPILAR DE TIROIDES

La mejor herramienta para el diagndstico precoz de lesiones tiroideas es la PAAF. Sin embargo,
ya que el diagnéstico de carcinoma papilar de tiroides se basa en caracteristicas nucleares
tipicas, los casos con menor nimero de nucleos caracteristicos, como ocurre con frecuencia en
la variante folicular, podrian diagnosticarse erroneamente como adenoma o tumor folicular en
muestras de PAAF (Kini, 2008). Ademas, el diagndstico de carcinoma folicular de tiroides no
puede llevarse a cabo mediante PAAF, ya que éste depende de la observacion de invasion
capsular o vascular (Rosai et al, 1992; Delellis et al, 2004; Kini, 2008).

Ademas, los resultados citoldgicos falsos negativos pueden retrasar el tratamiento y afectar de
forma adversa al desenlace del paciente (Yeh et al, 2004).

Dadas estas limitaciones de la citologia de tiroides, se ha sugerido que la determinacién de
marcadores genéticos especificos seria una herramienta auxiliar muy util en el diagndstico
mediante PAAF de tumores tiroideos complicados.

La deteccidn precisa de reordenamientos ret/ptc y mutaciones en braf (T1799A o V600E, y mas
raramente, K601E) en muestras de PAAF de tiroides ha demostrado su utilidad
proporcionando un diagndstico inequivoco de carcinoma papilar (Cheung et al, 20017, Cohen
et al, 2004; Hayashida et al, 2004; Salvatore et al, 2004; Xing et al, 2004°; Domingues et al,
2005), lo que permitiria disefiar una mejor estrategia clinica en esos casos (Mojica & Khoury,
2006). Sin embargo, en opinién de algunos autores, la fuerte asociacién de la mutacion
BRAF'79%% Y, en menor extension, de ret/ptcl, con los casos de carcinoma papilar de tiroides
gue muestran patrones arquitectdnicos tipicamente papilares o mezcla de papilar-folicular,
limita su utilidad en el cribado, ya que precisamente son los casos mas faciles de diagnosticar
mediante PAAF de tiroides, pero podria aumentar la sensibilidad de la deteccién de carcinoma
papilar de tiroides en PAAF (Salvatore et al, 2004; Chung et al, 2006; Nikiforov et al, 2006;
Nikiforov et al, 2009).

Los reordenamientos pax8/ppary y las mutaciones en los genes ras son bastante prevalentes
en los casos de carcinoma papilar variante folicular (Zhu et al, 2003; Adeniran et al, 2006;
Castro et al, 2006). Ademas, estos procesos genéticos aparecen con una frecuencia similar en
las lesiones como el carcinoma folicular, y de manera mds importante, el adenoma folicular,
que seria interesante poder distinguir del carcinoma papilar de tiroides (Kroll et al, 2000;
Marques et al, 2002; Vasko et al, 2003; Nakabashi et al, 2004; Castro et al, 2006). Por lo tanto,
en determinados tumores tiroideos de patrdn folicular y dificil categorizaciéon por PAAF, la
identificacion de los reordenamientos pax8/ppary y/o las mutaciones de ras no contribuye a la
mejora diagndstica en muestras de PAAF, ya que no discrimina entre benignidad/malignidad.

Asi, hasta el momento no se ha descrito una buena combinacién de marcadores moleculares
gue supere las limitaciones diagndsticas de la citologia de tiroides, ya sea para solucionar el
dilema diagndstico en las citologias indeterminadas o para la deteccion de los falsos negativos.
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UTILIDAD PRONOSTICA DE LAS ALTERACIONES GENETICAS ASOCIADAS A CARCINOMA
PAPILAR DE TIROIDES

El carcinoma papilar de tiroides rara vez causa la muerte de los pacientes, ya que éstos suelen
responder muy bien a la extirpacion quirurgica del tumor, seguida de tratamiento ablativo con
yodo radiactivo (Sawka et al, 2004; Jemal et al, 2008). Algunos casos presentan un
comportamiento agresivo, y otros pueden progresar hasta carcinoma anaplasico de tiroides,
de mayor agresividad y letalidad (Rosai et al, 1992; Wynford-Thomas, 1997). Muchos grupos
han intentado encontrar marcadores genéticos de relevancia clinica para el desenlace del
paciente, especialmente cuando se identifican casos de carcinoma papilar de tiroides con un
prondstico reservado (Trovisco et al, 2007).

La mayoria de los estudios publicados hasta la fecha se han centrado en la importancia clinica
de los reordenamientos ret/ptc y, particularmente, de las formas braf mutantes. La presencia
de reordenamientos ret/ptc se ha asociado con la aparicion de metastasis en nédulos linfaticos
(Sugg et al, 1996; Sugg et al, 1999; Musholt et al, 2000; Adeniran et al, 2006), mientras que
otros autores no encuentran esta asociacién (Soares et al, 1998; Basolo et al, 2001; Puxeddu et
al, 2003). De los muchos parametros clinicopatoldgicos analizados, los casos ret/ptc positivos
solo se han asociado convincentemente con una edad menor al diagndstico (Bongarzone et al,
1996; Sugg et al, 1996; Soares et al, 1998; Musholt et al, 2000; Adeniran et al, 2006). El
reordenamiento ret/ptc3 parece estar asociado con tumores de prondstico reservado, aunque
se necesitarian series mayores y con mayor tiempo de seguimiento para corroborar esta
hipétesis (Rosai et al, 1992; Delellis et al, 2004).

Actualmente, la asociacién putativa de mutaciones braf con parametros de peor prondstico en
carcinoma papilar de tiroides es controvertida. La mayoria de los autores estiman que los
carcinomas papilares de tiroides con estas mutaciones son propensos a un comportamiento
mas agresivo (Namba et al, 2003; Nikiforova et al, 2003%; Xing et al, 2005; Adeniran et al, 2006;
Kim et al, 2006°). Se ha descrito una asociacién estadisticamente significativa entre la mutacién
BRAF™®** y una mayor edad al diagndstico (Nikiforova et al, 2003%; Trovisco et al, 2005;
Adeniran et al, 2006), invasién extratiroidea (Nikiforova et al, 2003% Xing et al, 2005; Adeniran
et al, 2006), metastasis linfaticas (Xing et al, 2005), metastasis distantes (Namba et al, 2003),
estadio tumoral superior (Namba et al, 2003; Nikiforova et al, 2003%; Xing et al, 2005; Adeniran
et al, 2006), y recidiva (Xing et al, 2005; Kim et al, 2006°). La revelacidon de mutaciones braf en
carcinoma de tiroides pobremente diferenciado y carcinoma anapldsico, particularmente en
casos derivados de carcinomas papilares de tiroides preexistentes, proporciona un apoyo
adicional a su significado prondstico (Nikiforova et al, 2003°%; Soares et al, 2004; Knauf et al,
2005; Quiros et al, 2005).

Por su parte, otros autores no han encontrado ninguna de las asociaciones mencionadas
(Puxeddu et al, 2004; Fugazzola et al, 2004; Sedliarou et al, 2004; Kim et al, 2005b; Liu et al,
2005). Ademas, dada la estrecha asociacidon entre la mutacién BRAF'7%A y los carcinomas
papilares de tiroides con arquitectura papilar predominante, la relacién entre la mutacion
BRAF™?* 'y |os indicadores de peor prondstico podria estar sesgada por el tipo histolégico de
carcinoma papilar que constituye cada serie. Esto se aprecia cuando la asociacion de la
mutacion BRAF7°** con extensién extratiroidea, metastasis linfaticas y estadio tumoral
avanzado desaparece tras la estratificacion de las series por histotipo (Xing et al, 2005).

Asi, a pesar de las numerosas evidencias que apoyan la asociacién de la mutaciéon BRAF7%*

con peores caracteristicas del carcinoma papilar de tiroides, aun surgen dudas de su utilidad
como marcador prondstico, ya que las discrepancias entre diferentes estudios hacen que no
exista un consenso general respecto a su valor pronéstico.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipétesis

La mutacién BRAF''*** es especifica de malignidad. Su determinacidn en citologias de tiroides
podria detectar carcinoma papilar y/o anapladsico de tiroides preoperatoriamente,
redefiniendo el diagndstico citopatoldgico, y reorientando la estrategia terapéutica en
pacientes con falsos negativos. La deteccidn de nuevos casos, gracias a la identificacion de la
mutacion BRAF7?** en la citologia, serd de gran utilidad en la rutina diagndstica del nédulo
tiroideo, ya que incrementara la sensibilidad de la estrategia diagndstica mediante PAAF,
particularmente en el rescate de casos categorizados como ausentes de malignidad.

Aunque la presencia de la mutacion BRAF™*** en carcinoma papilar de tiroides se asocia a

parametros clinicos y patoldgicos de alto riesgo, su establecimiento como indicador de peor
prondstico es motivo de controversia en la actualidad. Asi, nos proponemos dilucidar si esta
relacién se muestra en nuestros pacientes.

Objetivos

1. Este estudio tiene como principal objetivo evaluar la utilidad de la identificacién de la
mutacion BRAF™*®* en citologias de tiroides obtenidas mediante PAAF durante el
protocolo diagndstico preoperatorio de nddulos tiroideos, para poner de manifiesto casos
de carcinoma papilar de tiroides no detectados en el analisis citolégico, e implantarlo
como método complementario al diagndstico citoldgico preoperatorio.

2. Como objetivo secundario, se analizard la asociaciéon entre el genotipo del tumor y un
comportamiento mas agresivo del carcinoma papilar de tiroides, i.e. si la presencia de la
mutacion BRAF™?* se relaciona con alguno de los principales factores pronésticos del
cancer de tiroides (principalmente: mayor edad al diagnéstico, sexo masculino, extensién
extratiroidea, metastasis linfaticas, metastasis a distancia y estadio tumoral superior), asi
como con la recidiva tumoral y la persistencia de enfermedad.
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METODOLOGIA

Para responder a los objetivos de la investigacion planteados, el Plan de Trabajo se diseiid en
tres fases consecutivas, que se describen a continuacion.

El punto de partida del estudio (Fase 1) fue la determinacién de la prevalencia y especificidad
de la mutacién BRAF™*** en carcinoma papilar de tiroides.

Los resultados preliminares obtenidos en la Fase 1 nos condujeron a desarrollar la segunda
fase, donde se aplicé la determinacién de la mutacion BRAF™*** a la rutina diagndstica del
nodulo tiroideo, para verificar el aumento en la proporcion de carcinomas papilares
detectados preoperatoriamente.

Completada la Fase 2, analizamos la posible asociacidén de la mutacién BRAF™*** con un

fenotipo mas agresivo del carcinoma papilar de tiroides.

El Proyecto de este estudio fue aprobado por los Comités Etico y de Investigacién del Hospital
Universitario Virgen de las Nieves (HUVN), como parte de la investigacion “Estudio de los
genes braf, ras, ret/ptc, pax8/ppary, met, trk y nis en tiroides”. Las muestras de tejido
tiroideo y las preparaciones citoldgicas fueron proporcionadas por el Servicio de Anatomia
Patoldgica del HUVN, que pertenece a la Red de Bancos de Tejidos Hospitalarios del CNIO
(Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas), de la RTICCC (Red Tematica de Investigacion
Cooperativa de Centros de Cancer) y de la Red Autondmica Andaluza de Bancos Hospitalarios,
asegurandose por tanto el cumplimiento de la legislacidén vigente para biobancos, respetando
asimismo lo concerniente a la Ley de Proteccién de Datos, confidenciabilidad, trazabilidad y
disociacion reversible o irreversible de los datos segun las indicaciones del marco juridico.

Plan de Trabajo

FASE 1. ESTUDIO PRELIMINAR DE LA MUTACION BRAF™7°°* EN CARCINOMA DE
TIROIDES: ESPECIFICIDAD Y REPRESENTATIVIDAD (Responde al Objetivo 1)

T1799 an carcinoma

1.1.Determinacidon de la Prevalencia y Especificidad de la mutacion BRAF
papilar de tiroides.

Para determinar la especificidad de la mutacion BRAF por el carcinoma papilar de tiroides,

se compard la prevalencia de la mutacién BRAF™°** en tejido procedente de la tiroidectomia

de pacientes diagnosticados de carcinoma papilar de tiroides, frente a pacientes con otras

patologias tiroideas malignas (carcinoma folicular, carcinoma medular, carcinoma anaplasico,

sarcoma de tiroides) y benignas (bocio multinodular, enfermedad de Graves, adenoma

folicular).

T1799A

1.2.Representatividad del estado de la mutacién BRAF7°°* en muestras citolégicas.

Con el fin de determinar si el estado de la mutacién BRAF™"°** era detectable en el material
procedente de citologias de tiroides obtenidas mediante puncién-aspiracion con aguja fina
(PAAF), y que este resultado era fiable y representativo del estado de la mutacién BRAF™79%A
en la patologia del paciente, se caracterizé el estado de la mutacién BRAF™*** en tejido
tiroideo extraido durante la cirugia y en la citologia previa del mismo paciente.

1.3.Precision diagnodstica de la deteccion de carcinoma papilar de tiroides en muestras
citoldgicas.

Para dilucidar si la incorporacién del andlisis de BRAF en la citologia previa a la cirugia
incrementa la precisién diagndstica de la citopatologia para detectar carcinoma papilar de
tiroides, se calcularon los parametros estadisticos (sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo, valor predictivo negativo y precision diagndstica) obtenidos al aplicar el anélisis
citopatoldgico y la determinacién de BRAF™*** por separado, y se comparé con los resultados
obtenidos al aplicar ambas metodologias.

T1799A
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FASE 2. DETECCION PREOPERATORIA DE CARCINOMA PAPILAR DE TIROIDES
MEDIANTE DETERMINACION DE LA MUTACION BRAF'7°** EN CITOLOGIAS DE
TIROIDES OBTENIDAS MEDIANTE PAAF (Responde al Objetivo 1)

Con la finalidad de valorar si era posible la deteccidn preoperatoria del carcinoma papilar de
tiroides mediante el andlisis de la mutacién BRAF'*** se determinéd la presencia de la
mutacion BRAF7*** en muestras citoldgicas de tiroides obtenidas mediante PAAF de pacientes
en estudio de nddulo tiroideo en el HUVN durante el periodo 2006-2007. Como en la fase
anterior, se calculé la mejora en la precisidon diagndstica en los pacientes sometidos a cirugia
de tiroides (sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo y
precision diagndstica).

Se realizé un control interno de la fiabilidad del estado de la mutacidon, comprobando la
presencia de la mutacién BRAF*** en el tejido procedente de tiroidectomia de los pacientes
intervenidos de cirugia de tiroides hasta el 1 de septiembre de 2008 y que participaron en esta
fase del estudio de BRAF™7*** en nédulo tiroideo.

FASE 3. ASOCIACION DE LA MUTACION BRAF™°* CON UN FENOTIPO MAS
AGRESIVO DE CARCINOMA PAPILAR DE TIROIDES (Responde al Objetivo 2)

T1799% con las caracteristicas clinicas e

3.1.Asociacion de la presencia de la mutacion BRAF
histopatolégicas del carcinoma papilar de tiroides.

Se estudié la relacién de la presencia de la mutacién BRAF°** con las caracteristicas clinicas

(edad, sexo) e histopatoldgicas (metdstasis, invasidon extratiroidea, capsular o vascular,
multifocalidad, etc. ver Metodologia Apartado 3.4.2) de alto riesgo relevantes en el prondstico
del carcinoma papilar de tiroides en los pacientes diagnosticados en el HUVN durante el
periodo 1998-2007.

T1799A

3.2.Asociacion de la presencia de la mutaciéon BRAF con la recidiva tumoral

Se estudio la relacién entre la presencia de la mutacién BRAF™*** en el tumor primario vy la

recidiva tumoral durante la evolucién de la enfermedad en los pacientes con carcinoma papilar
de tiroides que completaron 15 de meses de seguimiento.
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FASE 1. ESTUDIO PRELIMINAR DE LA MUTACION BRAF** EN
CARCINOMA DE TIROIDES: ESPECIFICIDAD Y REPRESENTATIVIDAD

1.1. Diseno

Estudio observacional descriptivo transversal.

1.2. Poblacidn de referencia

Pacientes intervenidos de tiroidectomia total por patologia tiroidea.

1.3. Poblacidn de estudio

Pacientes intervenidos de tiroidectomia total en el HUVN durante el periodo comprendido
entre el 1 de enero de 1998 y el 31 de diciembre de 2005.

Los pacientes se clasificaron en los siguientes grupos, en base a su diagndstico histopatoldgico:

Grupo 1. Patologias benignas de tiroides.

Pacientes sometidos a cirugia de tiroides con diagndstico histopatoldgico de adenoma
folicular, bocio simple, uninodular, multinodular o bocio difuso (Enfermedad de Graves-
Basedow).

Grupo 2. Neoplasias malignas de tiroides diferentes de carcinoma papilar.
Pacientes sometidos a cirugia de tiroides con diagndstico histopatologico de carcinoma
folicular, anapldsico o sarcoma de tiroides.

Grupo 3. Carcinoma papilar de tiroides.
Pacientes sometidos a cirugia de tiroides con diagndstico histopatolégico de CPT.

1.3.1. Criterios de inclusion

Pacientes sometidos a cirugia radical de tiroides, con uno de los diagndsticos especificados y
cuya pieza quirurgica se encontrara disponible en el Archivo Anatomopatolégico del HUVN.

Para el estudio de la representatividad del estado de la mutacién BRAF"™*** en muestras

citoldgicas, se seleccionaron los pacientes de este grupo que fueron sometidos a puncién de
tiroides (PAAF) antes de la tiroidectomia, y cuya muestra citoldgica estaba disponible.

1.3.2. Criterios de exclusion

Pacientes cuyo archivo anatomopatolégico quedara comprometido al realizar el analisis de la
mutacién BRAF™?®A, Es decir, que tras adquirir la muestra para el anlisis molecular, a partir
de la pieza original conservada en el Archivo del Servicio de Anatomia Patoldgica (bloque
incluido en parafina o extensién citolégica), no permaneciera en dicho Archivo parte del
espécimen representativo de la patologia diagnosticada.

Para el estudio de la representatividad del estado de la mutacién BRAF'**** en muestras

citoldgicas, se excluyeron los pacientes con neoplasia maligna de un tamafis 1 cm, por no
poder garantizar la correspondencia entre el nddulo puncionado para la PAAF y el tumor
hallado en la tiroidectomia.

1.4. Seleccién de la muestra de pacientes

Durante el periodo 1998-2005, en el HUVN se llevaron a cabo 438 tiroidectomias totales, de las
cuales 275 se correspondian con un diagndstico de bocio multinodular; 37 bocio difuso-
enfermedad de Graves-Basedow; 8 adenoma folicular; 74 carcinoma papilar; 17 carcinoma
folicular; 1 carcinoma medular; 2 carcinoma anaplasico y 1 sarcoma de tiroides.
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En el Grupo 1 (patologias benignas de tiroides), al existir un elevado nimero de pacientes
(n=320), se decidio iniciar el analisis, a modo de pilotaje, con 40 pacientes correspondientes al
afo 2005 (25 bocio multinodular, 13 enfermedad de Graves, 2 adenomas foliculares) y, en caso
de encontrar pacientes positivos para la mutacién BRAF™®** continuar de manera secuencial
con afios anteriores.

En los Grupos 2 y 3, se recogieron todos los pacientes que cumplieran los criterios de inclusion
y tuvieran espécimen disponible en el archivo anatomopatolégico del HUVN.

Asi, el Grupo 2 (neoplasias malignas de tiroides diferentes de carcinoma papilar), quedd
configurado con 17 pacientes: 14 carcinomas foliculares de tiroides (2 de ellos de patréon de
células oncociticas o de Hirthle), 2 carcinomas anaplasicos de tiroides y 1 sarcoma de tiroides.
El paciente con carcinoma medular de tiroides no fue incluido, porque su espécimen no estaba
disponible.

En el Grupo 3 (carcinoma papilar de tiroides) se incluyeron 69 pacientes.

GRUPO 1 (N=40) GRUPO 2 (N=17) GRUPO 3 (N=69)
Patologias Benignas Carcinoma No Papilar Carcinoma Papilar
25 Bocio Multinodular 14 Carcinoma Folicular 69 Carcinoma Papilar
13 Bocio Difuso 2 Carcinoma Anapldsico
2 Adenoma Folicular 1 Sarcoma de Tiroides

1.5. Descripcion de las variables

La fuente primaria de informacion fue la Historia Clinica del paciente, recogida en la Historia
Electrénica del HUVN, asi como el registro conservado en el Servicio de Anatomia Patoldgica.

1.5.1. Variables independientes

- Estado de la mutacién BRAF'7®* en la seccién patolégica de la pieza quirdrgica

procedente de la tiroidectomia. Variable independiente principal (Presente/Ausente).

- Estado de la mutacién BRAF %A

(Presente/Ausente).

en la citologia de tiroides obtenida mediante PAAF.

Sociodemograficas: Edad. Sexo (Vardn/Mujer).

Histopatoldgicas:

- Categoria del Diagnéstico Citopatoldgico (PAAF):
No Valorable.
Negativo Malignidad.
Incluye los diagndsticos:
Benigno. (Bocio, tiroiditis).
Ausencia de células neoplasicas.
Indeterminado.
Incluye los diagndsticos:
Proliferacion de células foliculares.
Proliferacion de células foliculares con células de Hirthle.
Atipias celulares.
Sospechoso de Carcinoma Papilar de Tiroides.
Sospechoso de Neoplasia maligna diferente a carcinoma papilar.

Como dato adicional también se recogid la fecha de la puncidn de tiroides.
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1.5.2. Variable dependiente: Diagnodstico histopatoldgico de la pieza de tiroidectomia.

Grupo 1. Patologias benignas de tiroides.
Bocio Multinodular.
Bocio Difuso (Enfermedad de Graves).
Adenoma Folicular.

Grupo 2. Neoplasias malignas de tiroides diferentes de carcinoma papilar.
Carcinoma Folicular de Tiroides.
Carcinoma Anaplasico (Indiferenciado) de Tiroides.
Sarcoma de Tiroides.

Grupo 3. Carcinoma papilar de tiroides.Subtipos de Carcinoma Papilar de Tiroides:
Carcinoma Papilar de Tiroides tipo Clasico.
Carcinoma Papilar de Tiroides variante Folicular.
Carcinoma Papilar de Tiroides variante Folicular Difusa.
Carcinoma Papilar de Tiroides variante Células Altas.
Carcinoma Papilar de Tiroides variante Sélido Trabecular.
Carcinoma Papilar de Tiroides variante Esclerosante Difuso.
Microcarcinoma Papilar de Tiroides.
Carcinoma Papilar de Tiroides variante Células Claras.

Se recogié como dato adicional la fecha de la cirugia de tiroides.

1.6. Analisis de los datos

Para estimar la especificidad de la mutacién BRAF™*** por el carcinoma papilar de tiroides, se

calculd su prevalencia en tejido tiroideo de pacientes de los Grupos 1-3, y se compararon entre
si.

A continuacién, para estimar la representatividad del estado de la mutaciéon BRAF'*** en
citologias tiroideas, para detectar carcinoma papilar de tiroides, se contrasté el resultado de la
mutacion BRAF7*** en tejido tiroideo con el de su citologia tiroidea previa, en aquellos
pacientes sometidos a PAAF antes de la cirugia.

Por ultimo, se calculé la mejora en la precisién diagndstica de la deteccién de carcinoma
papilar de tiroides en muestras citoldgicas al incorporar la determinacidon de la mutacion
BRAF™?°* al diagndstico citopatoldgico.

1.6.1. Analisis estadistico

Se realizé6 mediante el programa estadistico SPSS 15.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL,
Estados Unidos). En primer lugar, se llevé a cabo el andlisis descriptivo de las variables
descritas segmentado por los tres grupos a estudio.

Anadlisis descriptivo de todas las variables.

Variables cualitativas: frecuencias absolutas y relativas.

Variables cuantitativas: medias y desviacidn tipica para variables con distribucién normal, o
medianas y percentiles (25 y 75) en caso contrario. Para el andlisis de la distribucion de las
variables cuantitativas, se aplico el contraste de Kolmogorov-Smirnov (o el de Shapiro-Wilk en
los grupos de menos de 50 casos).

T1799A.

Prevalencia de la mutacion BRAF
T1799A an cada uno de los grupos, se

Para la obtencién de la prevalencia de la mutaciéon BRAF
calcularon las frecuencias absolutas y relativas de la distribucién de la mutacién BRAF™"?** en
cada una de las patologias en estudio.



BT /ETODOLOGIA

Precision diagnodstica de la deteccion de carcinoma papilar de tiroides en muestras
citoldgicas.

Para dilucidar si la incorporacion del andlisis de BRAF en la citologia previa a la cirugia
incrementa la precisién diagndstica de la citopatologia para detectar carcinoma papilar de
tiroides, se calcularon los parametros estadisticos (sensibilidad, especificidad, valor predictivo
negativo, valor predictivo positivo y precision diagndstica) obtenidos al aplicar el analisis
citopatoldgico y la determinacién de BRAF™*** por separado, y se compararon con los
resultados obtenidos al aplicar ambas metodologias.

T1799A

Para el calculo de estos valores epidemioldgicos, se utilizaron las siguientes formulas (Galen &
Gambino, 1975):

VP

Sensibilidad (S) = 100
VP+EN

e s VN

Especificidad (E) = ——-100
VN+FP
Valor Predictivo Negativo (VPN) = W_.100
VN+EN
Valor Predictivo Positivo (VPP) = Y*_.100
VP+FP

VP+VN

—.100
VP+VN+FP+FN

Precisién =
Los criterios utilizados para definir cada uno de los parametros son los siguientes:

VERDADERO POSITIVO (VP):
CITOPATOLOGIA: Diagnéstico citopatoldgico de indicacién quirtrgica (sospecha de CPT o
indeterminado) y confirmacidn histopatoldgica de CPT.
BRAF'?®": Presencia de la mutacion BRAF'°** en ADN procedente de la citologia y
confirmacién histopatoldgica de CPT.

VERDADERO NEGATIVO (VN):
CITOPATOLOGIA: Diagndstico citopatoldgico sin indicacién quirtrgica (negativo malignidad
o no valorable) en pacientes con confirmacién histopatoldgica de patologia tiroidea benigna
o neoplasia maligna distinta de CPT. Pacientes con diagndstico citopatoldgico de neoplasia
maligna diferente de CPT y confirmacién histopatoldgica de la misma.
BRAF™7%°": Ausencia de la mutacién BRAF™'*** en ADN procedente de la citologia en
pacientes con confirmacion histopatoldgica de patologia benigna o maligna distinta de CPT.

FALSO POSITIVO (FP):
CITOPATOLOGIA: Diagndstico citopatoldgico de indicacién quirtrgica (sospecha de CPT o
indeterminado) y confirmacidn histopatoldgica de patologia diferente a CPT.
BRAF'7%": presencia de la mutacién BRAF'°** en ADN procedente de la citologia y
confirmacidn histopatoldgica de patologia diferente a CPT.

FALSO NEGATIVO (FN):
CITOPATOLOGIA: Diagndstico citopatolégico sin indicaciéon quirdrgica (negativo
malignidad o no valorable) en pacientes con confirmacién histopatolégica de CPT.
BRAF™7%?A: Ausencia de la mutacién BRAF'*** en ADN procedente de la citologia en
pacientes con confirmacion histopatoldgica de CPT.
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FASE 2. DETECCION PREOPERATORIA DE CARCINOMA PAPILAR DE
TIROIDES MEDIANTE DETERMINACION DE LA MUTACION BRAF7*°* EN
CITOLOGIAS DE TIROIDES OBTENIDAS MEDIANTE PAAF

2.1. Disefio
Estudio observacional analitico prospectivo de cohortes.

2.2. Poblacion de referencia
Pacientes sometidos a citologia de tiroides por patologia nodular tiroidea.
2.3. Poblacion de estudio

Cohorte 1. Pacientes en estudio de nddulo tiroideo mediante citologia de tiroides.

Pacientes sometidos a citologia de tiroides mediante puncién-aspiracién con aguja fina (PAAF)
por patologia nodular tiroidea, para descartar malignidad, en el periodo comprendido entre 1
de enero de 2006 y 31 de diciembre de 2007 en el HUVN.

Se incluyeron en el estudio 475 punciones de nddulos pertenecientes a 400 pacientes
sometidos a PAAF de tiroides.

2.3.1.Criterios de inclusidn

Pacientes que acuden a la consulta de Endocrinologia y que son candidatos a estudio de
nddulo tiroideo mediante citologia de tiroides, y de los cuales se obtuvo un resultado del
estado de la mutacién BRAF™*** en la muestra citoldgica.

2.3.2. Criterios de exclusion
Negativa a participar en el estudio.
2.3.3. Calculo del tamafio de muestra

El calculo del numero de pacientes necesarios para incluir en el estudio se realizé con el
programa informatico Ene 2.0°1992-2005. Se considerd una prevalencia de la mutacion
BRAF™7°*" de 1,76%, ya que aproximadamente el 5% de los nédulos tiroideos son malignos
(Belfiore et al, 1989; Tan & Gharib, 1997; Filetti et al, 2006); de ellos, el 80% corresponden a
carcinoma papilar de tiroides (Hundahl et a/, 1998), y la mutacién BRAF'"*** sélo se encuentra
en el 44% de los casos (Xing, 2005%). Segun estos parametros, seria necesario incluir 296
pacientes considerando un error (precision) del 1,5%, y un intervalo de confianza asintético
normal al 95% bilateral. Se estimé que era necesario recoger pacientes durante 2 afos, ya que
el HUVN atiende aproximadamente 200 pacientes en estudio de nédulo tiroideo por afio.

2.4. Protocolo de estudio
2.4.1. Flujo de pacientes

Los pacientes que se encuentran en estudio de ndédulo tiroideo acuden regularmente a
revisiones periddicas rutinarias en la consulta de Endocrinologia, donde se decide si el nédulo
debe ser puncionado para descartar malignidad.

- noddulos tiroideos solitarios mayores de 15 mm.

- nddulos tiroideos multiples: el mas representativo de dicho tamafo, independientemente
de sus hallazgos ecograficos.

- nddulos tiroideos entre 10-15 mm si habia sospecha ecografica (microcalcificaciones).
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La puncién puede ser realizada en la propia consulta, en el caso de que el nédulo sea palpable
facilmente, o guiada por ecografia, en el caso de nddulos mas pequefios. Una vez obtenido el
diagndstico citopatoldgico, los pacientes con sospecha de neoplasia maligha o con un
diagnéstico indeterminado (proliferacion folicular), no concluyente de malignidad, pero que
no permite descartarla, son dirigidos a la consulta de Cirugia General para ser intervenidos de
cirugia de tiroides.

2.4.2. Seguimiento de los pacientes

Los pacientes de la cohorte 1 fueron controlados desde la fecha de la puncidn de tiroides hasta
el 1 de septiembre de 2008 por si eran sometidos a cirugia de tiroides (aquéllos diagnosticados
de carcinoma papilar de tiroides, pasaron a formar parte de la cohorte 2).

2.5. Descripcion de las variables

La fuente primaria de informacion fue la Historia Clinica del paciente, recogida en la Historia
Electrénica del HUVN, asi como el registro conservado en el Servicio de Anatomia Patoldgica.

2.5.1. Variables independientes

- Estado de la mutacién BRAF™?* en la seccién patolégica de la pieza quirdrgica

procedente de la tiroidectomia. Variable independiente principal (Presente/Ausente).

- Estado de la mutacién BRAF™7?%*
(Presente/Ausente).

en la citologia de tiroides obtenida mediante PAAF.

Sociodemograficas: Edad. Sexo (Vardn/Mujer).

Histopatoldgicas:

- Categoria del Diagndstico Citopatoldgico (PAAF):
No Valorable.
Negativo Malignidad.
Incluye los diagndsticos:
Benigno. (Bocio, tiroiditis).
Ausencia de células neoplasicas.
Indeterminado.
Incluye los diagndsticos:
Proliferacion de células foliculares.
Proliferacidn de células foliculares con células de Hirthle.
Atipias celulares.
Sospechoso de Carcinoma Papilar de Tiroides.
Sospechoso de Neoplasia maligna diferente a carcinoma papilar.

- Fecha de la puncién de tiroides.
- Fecha de la cirugia de tiroides.

2.5.2. Variable dependiente: Diagndstico histopatolégico de carcinoma papilar de tiroides.

(Si/No)

2.6. Analisis de los datos

En primer lugar, se analizd la variable independiente principal, (presencia de la mutaciéon
BRAF™°*"), en ADN procedente de las citologias de tiroides.

Tanto los pacientes con resultado positivo como negativo para este marcador genético, se
incluyeron en la cohorte de estudio y se realizé el seguimiento hasta su posible intervencidon
quirdrgica, ya sea por indicacién resultante del diagndstico citoldgico (indeterminado,
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sospecha de neoplasia maligna) o, por motivos clinicos. Para comprobar que el estado de la
mutacion BRAF™7%** coincidia en citologia y tejido, en los pacientes sometidos a tiroidectomia
se analizé6 ademas la presencia de la mutacién BRAF™* en el drea patoldgica de la pieza
quirdrgica.

TI799R ¢o realizé hasta el 1 de

El seguimiento de los pacientes negativos para la mutacion BRAF
septiembre de 2008.

En el caso de pacientes positivos para la mutacién BRAF™*** si su diagndstico citoldgico no

era imperativo de cirugia (negativo malignidad o no valorable), fueron informados del
resultado de la investigacién, y se les recomendd la intervencion quirdrgica en base a la
presencia de la mutacion BRAF°**, Por tanto, fueron derivados al Servicio de Cirugia General
para ser sometidos a cirugia de tiroides.

2.6.1. Analisis estadistico

Precision diagnodstica de la deteccion de carcinoma papilar de tiroides en muestras
citoldgicas.

Para dilucidar si la incorporacion del analisis de BRAF™'*** en la citologia previa a la cirugia

incrementa la precisién diagndstica de la citopatologia para detectar carcinoma papilar de
tiroides, se calcularon los parametros estadisticos (sensibilidad, especificidad, valor predictivo
negativo, valor predictivo positivo y precision diagndstica) obtenidos al aplicar el andlisis
citopatoldgico y la determinacién de BRAF™*** por separado, y se comparé con los resultados
obtenidos al aplicar ambas metodologias.

Para el calculo de estos valores epidemioldgicos, se utilizaron las férmulas y criterios descritos
en el epigrafe 1.6.1.



BT VETODOLOGIA

FASE 3. ESTUDIO DE LA ASOCIACION DE LA MUTACION BRAFT1799A CON
UN FENOTIPO MAS AGRESIVO DE CARCINOMA PAPILAR DE TIROIDES.

3.1. Disefio
Estudio observacional analitico de cohortes retrospectivo-prospectivo.
3.2. Poblacion de estudio

Pacientes sometidos a cirugia de tiroides en el HUVN durante el periodo comprendido entre el
1 de enero de 1998 y el 1 de septiembre de 2008, con diagndstico histopatolédgico de
carcinoma papilar de tiroides.

Cohorte 2. Pacientes con carcinoma papilar de tiroides.

Pacientes sometidos a cirugia de tiroides con diagndstico histopatolédgico de carcinoma papilar
de tiroides.

La cohorte 2 se constituyd con los pacientes de carcinoma papilar diagnosticados en el HUVN
entre el periodo comprendido entre el 1 de enero de 1998 y el 31 de diciembre de 2007, mas
la incorporacion de los pacientes procedentes del seguimiento por patologia nodular tiroidea
intervenidos de cirugia de tiroides hasta el 1 de septiembre de 2008 con diagndstico
histopatoldgico de carcinoma papilar de tiroides (cohorte 1 de la Fase 2).

Asi, en total se reclutaron 106 pacientes afectados de carcinoma papilar de tiroides.
3.2.1. Criterios de inclusién

Pacientes sometidos a cirugia de tiroides radical, con diagndstico histolégico de carcinoma
papilar de tiroides y cuya pieza quirdrgica se encontrara disponible en el archivo
anatomopatoldgico del HUVN. En el caso de pacientes sometidos a cirugia tiroidea después del
31 de diciembre de 2007, sélo se incluyeron si pertenecian a la cohorte 1 (citologia previa con
BRAFT1799A).

3.2.2. Criterios de exclusion

Pacientes cuyo archivo anatomopatolégico quede comprometido al realizar el andlisis.

3.3. Protocolo de estudio
3.3.1. Seguimiento de los pacientes

Los pacientes diagnosticados de carcinoma papilar de tiroides (cohorte 2) fueron seguidos
desde la fecha de la cirugia hasta el 1 de septiembre de 2008, para la recogida de los datos
relativos a su evolucién clinica: recidiva tumoral, dosis terapéuticas de 131 administradas, etc.

Anadlisis de la evolucidn clinica del paciente:

En el HUVN, el protocolo de seguimiento rutinario tras la cirugia de pacientes con cancer
diferenciado de tiroides consiste en la ablacidon de restos tiroideos a los 3 meses y rastreo
corporal total (RCT) anual. El seguimiento se lleva a cabo en la consulta de Endocrinologia,
donde se realiza la exploracién clinica y determinaciones analiticas (Tg, Ac-antiTg, FT4 y TSH),
en intervalos de 3 a 15 meses, segln el caso (Pacini et al, 2007).

En el Servicio de Medicina Nuclear, atendiendo al mismo protocolo y tras una preparacion
adecuada, se realiza la supresidn de tiroxina y determinaciones anuales en suero de TSH, Tg y
Ac-antiTg y rastreo con *!| (mas tratamiento si procede), hasta conseguir dos rastreos anuales
consecutivos negativos, con Tg negativa. Si durante la evolucién del paciente se produce la
sospecha clinica, analitica o iconografica de la presencia de recidiva o metastasis, la existencia
de las mismas se confirma mediante técnicas de imagen convencionales (TAC, RMN,
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ecografia), y se determina la terapia mas adecuada (nueva intervencion quirdrgica o terapia
con '1). En caso de que se intervenga quirdrgicamente al paciente, la confirmacion definitiva

de recidiva o metastasis se realiza mediante el estudio anatomopatoldgico.

3.4. Descripcion de las variables

La fuente primaria de informacién ha sido la Historia Clinica de los pacientes, recogida en la
Historia Electronica y en el Servicio de Documentacidon del HUVN, asi como los registros
disponibles de cada paciente conservados en los Servicios de Medicina Nuclear y Anatomia
Patoldgica. De la Historia Clinica se ha obtenido la informacion concerniente al diagndstico
histopatoldgico, tratamiento recibido, seguimiento clinico y episodios de recidiva tumoral.

3.4.1. Variables dependientes

Recidiva tumoral (Si/No):
Recidiva de carcinoma papilar de tiroides durante el seguimiento, ya sea en lecho tiroideo,
metdstasis ganglionares o a distancia, puesta en evidencia mediante métodos de imagen
(sammagrafia tiroidea, PET/TAC, TAC, RMN), confirmacion citopatoldgica de la lesién o
intervencién quirdrgica con exéresis de metastasis y confirmacion histopatoldgica.

La variable se considerd positiva cuando existid positividad en alguno de los siguientes
pardametros:

- En los casos en los que se llevd a cabo extirpacion de la lesion, se considerd positiva
cuando existié confirmacidon de metdstasis de carcinoma papilar de tiroides mediante
diagndstico anatomopatolégico (mediante biopsia o citologia).

- En los casos en los que no fue posible obtener un diagndstico anatomopatoldgico
(debido a que no se resecd la metastasis), el Grupo de Patologia Tiroidea del HUVN
emitié un informe de consenso entre expertos como positivo en base a la evolucion
clinica e iconografica del paciente.

- En el caso de la gammagrafia tiroidea, se considerd positiva la persistencia de
captacidén en lecho tiroideo a partir del 22 rastreo de tiroides (12 meses tras la cirugia).

- Necesidad de mas de 1 tratamiento de **'I.

Esta variable se considerd negativa si existio negatividad de todos los pardmetros
anteriores.

3.4.2. Variables independientes
Sociodemograficas: Edad. Sexo (Vardn/Mujer).
Histopatologicas. Datos relativos a la pieza de tiroidectomia:

- Tamaiio de la lesién (cm).
- Presencia de metastasis regionales en nédulos linfaticos (Si/No).
- Numero de metdastasis regionales en nédulos linfaticos.
- Presencia de metastasis a distancia (Si/No).
- Numero de metastasis a distancia.
- Multifocalidad. Presencia de varios focos tumorales (Si/No).
- Invasioén capsular (Si/No).
- Invasién vascular (Si/No).
- Invasién extratiroidea (Si/No).
- Necrosis tumoral (Si/No).
- Actividad mitética. Categorias:
Sin actividad mitética
Actividad mitdtica leve
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Actividad mitética moderada
Actividad mitética alta
- Extension extratiroidea (Si/No).
- Estadificacion TNM. AJCC Cancer Staging Manual (6th Edition) (Anexo Ill)
- Grupos de riesgo en cancer de tiroides: (Anexo Il)
- indice pronéstico AMES (Cady & Rossi, 1988) (Bajo/Alto riesgo).
- indice pronéstico AGES (Hay et al, 1987) (Grupos 1/2/3/4).
- indice pronéstico MACIS (Hay et al, 1993) (Minimo/Bajo/Alto/Mdximo riesgo).
- indice del Memorial Sloan-Kettering Cancer Center Data (Shaha et al, 1994)
(Bajo/Medio/Alto riesgo).
- indice EORTC (European Organization for Research on Treatment of Cancer) (Byar et
al, 1979) (Grupos 1/2/3/4/5).
- Fecha de la cirugia de tiroides.

Datos relativos al tratamiento con "I

- Numero de dosis de radioyodo (**'1) administrada al paciente.
- Dosis de radioyodo ("*!1) inicial administrada al paciente (mCi).
- Dosis de radioyodo (1) total administrada al paciente (mCi).
- Rastreo Corporal Total (positivo/negativo)

131

Estado al final del Seguimiento

Libre de enfermedad: dos rastreos consecutivos negativos con tiroglobulina negativa.
Enfermo
Fallecido por enfermedad

Estado de la mutacién BRAF7*°*

principal)

en el tumor primario (-/+) (variable independiente

3.5. Anadlisis de los datos

Una vez incorporados todos los pacientes de carcinoma papilar de tiroides a la cohorte 2, se
analizé la presencia de la mutaciéon BRAF°** en el tejido tumoral, y se recogieron todos los
datos relativos a la histopatologia de los tumores.

En primer lugar, se analizé la relacién del estado de BRAF7°** con los factores prondsticos de

cancer de tiroides (edad, sexo, tamafio tumoral, estadificacion TNM, etc).

Ademas, se realizd un seguimiento de estos pacientes desde el dia de la tiroidectomia hasta el
1 de septiembre de 2008, para recoger los datos relativos a la evoluciéon clinica del paciente
(recidiva, dosis administradas de I, estado al final del seguimiento, etc.), y analizar la
asociacion de la variable independiente principal, es decir, la presencia de BRAF'"** en el
tumor primario, con la variable dependiente, recidiva de carcinoma papilar de tiroides.

3.5.1. Analisis estadistico

Anadlisis descriptivo de todas las variables analizadas.

Variables cualitativas: frecuencias absolutas y relativas.

Variables cuantitativas: medias y desviacidn tipica para variables con distribucién normal, o
medianas y percentiles (25 y 75) en caso contrario.

Analisis bivariante para estudiar la posible relacion entre la variable dependiente (recidiva) y
las variables independientes, asi como la relacién entre la mutacién BRAF'7*** y las
caracteristicas mas agresivas del carcinoma papilar de tiroides.

Se empled el test Chi-cuadrado de Pearson para las variables cualitativas con correccién de
continuidad para tablas 2x2.
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En el caso de variables independientes continuas, en primer lugar se aplico el contraste de
Kolmogorov-Smirnov (o el de Shapiro-Wilk en los grupos de menos de 50 casos) para estudiar
la normalidad de la variable ajustando por los grupos de la dependiente. Si la variable se
distribuia normalmente, se aplicd el test de la t-Student; en cualquier otro caso, el test no
paramétrico U-Mann-Whitney.

T1799A

Andlisis multivariante para analizar si la presencia de la mutacién BRAF se encuentra

asociada a la recidiva.

Se estudiaron las diferencias entre grupos entre la variable principal independiente (presencia
de la mutacién BRAF™°*") y los factores prondsticos del cancer de tiroides (edad, sexo,
estadificacidon, etc.), para evaluar posibles variables confusoras, aplicando los tests
correspondientes.

En el caso de la recidiva, al ser esta variable dependiente dicotdmica, se ajusté un modelo de
regresion logistica, en el que se incluyeron las variables independientes que en el andlisis
bivariante estaban estadisticamente relacionadas con el prondstico, las posibles variables
confusoras (edad, sexo, etc.), y variables de importancia biolégica-clinica.

Se consideraron significativos valores de p<0,05 para el andlisis bivariante y de p<0,10 para la
regresion logistica.

El andlisis de los datos se realizd mediante el programa estadistico SPSS 15.0 para Windows
(SPSS Inc., Chicago, IL, Estados Unidos).

4. Limitaciones del analisis del estudio

Como cualquier estudio de cohortes, los abandonos o pérdidas durante el seguimiento de la
cohorte pueden afectar a los resultados de esta investigacién. A pesar de ello, no existen
razones para pensar que los pacientes perdidos durante el seguimiento o que han abandonado
el estudio sean diferentes de los que han permanecido hasta el final, por lo que se minimiza el
sesgo de seleccion.

Aparte de la pérdida de informacién derivada de mala recogida o conservacion de las historias
clinicas de los pacientes, se pueden ocasionar pérdidas cuando el paciente haya continuado su
seguimiento clinico en otro hospital (en nuestro caso serian minimas, dado que el HUVN es
centro de referencia para la administracién de tratamiento de yodo radiactivo en Andalucia
Oriental), cuando cambie de residencia o se produzca un fallecimiento por otra causa no
relacionada con el cdncer de tiroides.
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5. TECNICAS PARA LA DETERMINACION DE LA MUTACION BRAF™7*%A

La deteccidn de la mutacién BRAF™7°** se realizd con la misma técnica en tejido y citologia de

tiroides, y consistié en una PCR (Polymerase Chain Reaction) convencional y andlisis del
polimorfismo de los fragmentos de restriccidon con la enzima TspRI, mas secuenciacion
bidireccional en los casos positivos, tal y como se describe en el Apartado 5.3.

5.1. Algoritmo de trabajo

En todas las muestras, tanto las procedentes de citologias de tiroides como las de
tiroidectomias incluidas en parafina, el estado de la mutacion BRAF™%" se establecid en
primer lugar mediante analisis del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphism). En aquellas muestras que resultaron
positivas para la mutacion mediante RFLP, se confirmd que el cambio en el patron de
fragmentos obtenido se debia a la presencia de la transversion de la timina correspondiente a
la posicion 1799 (exén 15) por una adenina, mediante la secuenciacion bidireccional del
fragmento de amplificacién obtenido por PCR. También se secuencidé una proporcidn aleatoria
de citologias y biopsias de pacientes que no presentaban la mutacion, para comprobar la
coincidencia de ambas técnicas.

En los pacientes que fueron intervenidos quirdrgicamente, se analizd la presencia de la
mutacion BRAF™?* en el tejido patoldgico representativo de la lesién y en tejido tiroideo
normal circundante, seleccionados por un patélogo experto en patologia tiroidea.

5.2. Especimenes

Todas las muestras utilizadas en esta investigacion (citologias, tejido embebido en parafina),
fueron obtenidas para el diagndstico y seguimiento clinico del paciente. El diagndstico
citoldgico e histoldgico de cada muestra se llevé a cabo en el Servicio de Anatomia Patoldgica
del HUVN dentro del protocolo diagndstico de este centro.

Las muestras necesarias para nuestro estudio fueron revisadas por dos patdlogos
independientes expertos en patologia tiroidea, de acuerdo con los criterios establecidos por la
OMS (Hedinger et al, 1989). En todo momento, se mantuvo un criterio conservador en cuanto
a la preservacion del archivo anatomopatolégico del paciente.

5.2.1. Muestras de citologia tiroidea

Las extensiones citolégicas fueron tefiidas de manera rutinaria mediante las técnicas
Papanicolau y Diff-Quick para el diagndstico citopatoldgico de la muestra.

Para el andlisis de la presencia de la mutacién BRAF™*?* se selecciond 1 6 2 de las extensiones

citoldgicas mas representativas del diagndstico citopatoldgico, siempre que no quedara
comprometido el archivo anatomopatoldgico del paciente.

Para el andlisis de los resultados de este estudio, el diagndstico citopatoldgico de la PAAF de
tiroides se clasificéd en 5 grupos, basandose en el informe anatomopatolégico original:

No Valorable.
Negativo Malignidad.
Incluye los diagndsticos:
Benigno. (Bocio, tiroiditis).

Ausencia de células neoplasicas.
Indeterminado.
Incluye los diagndsticos:

Proliferacidn de células foliculares.

Proliferacion de células foliculares con células de Hirthle.
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Atipias celulares.
Sospechoso de Carcinoma Papilar de Tiroides.
Sospechoso de Neoplasia maligna diferente a carcinoma papilar.

5.2.2. Muestras de biopsia tiroidea

En los pacientes intervenidos quirdrgicamente, el tejido procedente de la tiroidectomia fue
incluido en parafina y sometido a técnicas rutinarias de tincion con hematoxilina-eosina para el
diagndstico histopatoldgico definitivo de la pieza quirurgica.

Para el analisis genético, se realizaron 5 cortes de 7 um de la zona patoldgica de la muestra
mas representativa del diagnodstico histopatoldgico, y otros 5 cortes de 7 um de una zona
adyacente con caracteristicas de normalidad, que se procesaron de manera independiente. E
el caso de tumores de tamafio < 1 cm, la extraccion de tejido del bloque se realizé usando una
aguja de 0,6 mm con el Manual Tissue Arrayer | (Beecher Instruments, Estados Unidos). La
seleccidn de las zonas patoldgicas y no patoldgicas fue realizada por un patélogo experto en
patologia tiroidea.

5.3. DETERMINACION DE LA MUTACION BRAF'7994

5.3.1. Procesamiento previo de las citologias de tiroides y del tejido en parafina para la
extraccion del ADN

La digestion de las células y la extraccién del ADN se llevaron a cabo con el QlAamp DNA Mini
Kit (Qiagen, Estados Unidos), de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Los portaobjetos se sumergieron en xilol (Guinama, Espafia) durante 48-72 h para despegar los
cubreobjetos. A continuacion, las células se separaron del cristal directamente con tampdn ATL
proporcionado por el fabricante (Qiagen, Estados Unidos).

Los cortes de parafina procedentes de las biopsias se introdujeron en un microtubo y fueron
desparafinadas mediante sucesivas centrifugaciones en xilol y etanol (Merck, Alemania).
Procedimiento:

1. Colocar la muestra en un tubo de microcentrifuga (MiniSpin Plus, Eppendorf,
Alemania) de 1,5 ml.

Afadir 1200 pl de xilol.
Agitar vigorosamente.
Centrifugar a velocidad maxima 5 min a temperatura ambiente.

Eliminar el sobrenadante con una pipeta. No eliminar nada de precipitado.

o vk~ w N

Aiadir o 1200 ul de etanol (96-100%) al precipitado para eliminar el xilol residual y
mezclar con un agitador vortex (VWR Scientific Products, Estados Unidos).

7. Centrifugar a velocidad maxima 5 min a temperatura ambiente.

8. Eliminar cuidadosamente el etanol con una pipeta.

9. Repetir una vez los pasos 5-7.

10. Incubar el tubo abierto a 37°C durante 10-15 min hasta que se evapore el etanol.

11. Resuspender el precipitado en 180 pl de tampdn ATL.
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5.3.2.

A cont

Extraccion del ADN genémico

inuacion, se procedié a la extraccion del ADN segun el protocolo descrito por el

fabricante, para muestras de tejido:

1.

o v kW

10.

11.
12.

13.

14.

15

La eluc
(muest

5.3.3.

Afadir proteinasa K (Fermentas Life Sciences, Lituania) y mezclar en agitador vortex.
Concentracién Final requerida: 400 pg/ml.

Incubar a 65°C hasta que el tejido esté completamente lisado en un termobloque fijo
Grant-bio BTD (Grant-bio, Reino Unido). Agitar en vortex 2-3 veces por hora durante la
incubacién para dispersar la muestra.

Golpe de centrifuga.
Aiadir 200 pl de tampdn AL y mezclar 15 s en agitador vortex.
Incubar 10 min a 70°C. Golpe de centrifuga.

Afadir 200 ul de etanol absoluto a la muestra. Agitador vortex 15 s. Golpe de
centrifuga.

Trasvasar toda la muestra a la columna con la membrana de silice (colocada en el tubo
colector de 2 ml). Cerrar la tapa.

Centrifugar a 6000 g 1 min. Colocar la columna en un tubo colector limpio y eliminar el
tubo colector con el filtrado.

Abrir la columna y afiadir 500 pl de tampdn AW1.

Cerrar la tapa y centrifugar a 6000 g 1 min. Colocar la columna en un nuevo tubo
colector de 2 mly eliminar el tubo colector que contiene el filtrado.

Abrir la columna y afiadir 500 pl de tampdn AW2.

Cerrar la tapa y centrifugar a 20000 g 3 min en una centrifuga Microfriger BL (JP
Selecta, Espaia).

Colocar la columna en un tubo de 1,5 ml y eliminar el tubo colector que contiene el
filtrado.

Abrir la columna y afiadir tampdn AE (elucidn).

. Incubar a temperatura ambiente 5 min y centrifugar a 6000 g 1 min.

i6n del ADN se realizd en 50 pl (muestras procedentes de citologia tiroidea) o en 100 pl
ras procedentes de tejido en parafina) de tampdn AE.

Amplificacion por PCR del exén 15 del gen braf

Para obtener el fragmento del exdn 15 de braf que contiene la transversion T1799A se usaron
los primers especificos descritos por Davies (Davies et al, 2002°), que amplifican una secuencia

de 224

pares de bases (pb), y cuyas secuencias son:
Primer Forward (F): 5’-TCATAATGCTTGCTCTGATAGGA

Primer Reverse (R): 5’-GGCCAAAAATTTAATCAGTGGA
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Secuencia del producto de PCR amplificado:

Los primers descritos por Davies amplifican la siguiente secuencia, correspondiente al exén 15
de braf, flanqueado por los intrones 15y 16:

5'-

TCATAATGCTTGCTCTGATAGGAAAATGAGATCTACTGTTTTCCTTTACTTACTACACCTCAG
GTAAGAATTGAGG

CTATTTTT (YGRS | TAAATTTTTGGCC-3!

Secuencia del exén 15
NNNN Primer Fy R
NNNN Producto de amplificacion correspondiente a los intrones 15/16
- Secuencia reconocida por la enzima de restriccion TspRl
(La T 1799 se encuentra en color blanco)
m Punto de corte de la enzima de restriccion TspRI

Programa de amplificacion
Se utilizd el protocolo de amplificacion por PCR stepdown descrito por Cohen (Cohen et al,
20037).

95°C 2 min 1 ciclo

95°C 1min

60°C 1min 2 ciclos
72°C 1min

95°C 1min

58°C 1min 2 ciclos
72°C Imin

95°C 1min

56°C 1min 40 ciclos
72°C Imin

72°C 5 min 1 ciclo

La PCR touchdown es un método de amplificacion por PCR que evita o minimiza la
amplificacion de secuencias inespecificas. La temperatura a la cual los primers se hibridan
durante un ciclo de la PCR determina la especificidad de la unién. El punto de fusion de la
pareja de primers determina el limite superior de la temperatura de hibridacion. Justo por
debajo de esta temperatura, sélo se producen emparejamientos muy especificos entre el
primer y la hebra molde. A temperaturas mas bajas, los primers se unen menos
especificamente.

Los primeros pasos de la PCR touchdown se realizan a temperaturas de hibridacién elevadas, y
la temperatura de hibridacion va descendiendo gradualmente en cada conjunto de ciclos
posteriores, hasta alcanzar una temperatura de hibridacién o “touchdown”, que es la que se
usa para los siguientes ciclos. Esto permite el enriquecimiento del producto correcto sobre
cualquier otro producto inespecifico. Los primers hibridan a la maxima temperatura capaz de
tolerar, que es la menos permisiva para la formacién de uniones no especificas. Asi, la primera
secuencia amplificada es la situada entre las regiones de mayor especificidad de los primers,
que es con mayor probabilidad la regién de interés. Estos fragmentos son después
amplificados durante las siguientes rondas de amplificacidn a menores temperaturas, y
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compiten con las secuencias no especificas a las que los primers pueden unirse a esas
temperaturas menores (Don et al, 1991; Roux, 1994; Hecker & Roux, 1996). Por tanto, la PCR
touchdown permite la acumulacién de productos mas especificos en las fases iniciales, que
sirven de molde en las etapas sucesivas de amplificacidn, disminuyendo la amplificacién no
especifica global.

La PCR stepdown consiste en una modificacién de la PCR touchdown, en la que unos pocos
descensos sucesivos en la temperatura de anillamiento de los primers han demostrado ser
suficientemente efectivos, simplificando la programacion del termociclador (Hecker & Roux,
1996), y que resulta en una gran especificidad y rendimiento de la amplificacion.

La reaccién de amplificacion se llevé a cabo en un termociclador Biometra T1, (Whatman
Biometra, Alemania), con el sistema preformulado para PCR puReTaq Ready-To-Go PCR Beads
(Amersham Biosciences, Estados Unidos), que contiene los reactivos necesarios para realizar la
amplificacion en un volumen final de 25 pl (2,5 unidades de Tag DNA polimerasa,
estabilizadores, albimina sérica bovina, mezcla de los 4 deoxinucleétidos trifosfato (ANTP) y
tampon de reaccidn. La concentracidén de cada dNTP es 200 mM en 10 Mm de Tris-HCI (pH 9,0
a temperatura ambiente), 50 mM de KCl y 1,5 mM de MgCl,.). Para cada amplificacién, se
usaron aproximadamente 100 ng de ADN celular total.

5.3.4. Determinacion de la presencia de la mutacién BRAF™7%%

la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP)

mediante polimorfismo en

Se utilizé el protocolo descrito previamente por Cohen y colaboradores (2003), que se basa en
la digestion del fragmento de PCR de 224 pb con la enzima de restriccién TspRI, que reconoce
la secuencia CASTG, (donde S puede ser citosina o guanina, y cuyo punto de corte se encuentra
desplazado dos nucleétidos mas adelante en direccién 5'>3’), dando lugar a tres bandas
principales, de 125, 87 y 12 pb en el alelo normal. La mutacién BRAF™** suprime el sitio de
restriccion de la posicion 1799, resultando una banda de 212 pb procedente del alelo mutante
y las bandas residuales del alelo normal (Figura M1).

224 pb
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Para la reaccion de digestion enzimatica, 5-20 ul de producto de amplificacién obtenido en la
reaccion de PCR se incubaron durante toda la noche a una temperatura de 65°C con 1 ul (10
U/ul) de enzima de restriccion TspRI (New England Biolabs, Estados Unidos) en un volumen de
reaccion de 30 pl en tampdn NEB4 suplementado con 0,3 pl de albumina sérica bovina (100

ug/ml).

Como control negativo de la digestion se utilizé la misma mezcla de reaccidn, reemplazando la
enzima por agua desionizada.

Las muestras digeridas se cargaron en un gel de agarosa Nusieve’ GTG' (Lonza, Estados
Unidos) al 3,5%. La tincién del gel se realizé con bromuro de etidio 1:10000 (Sigma-Aldrich,
Estados Unidos) en tampdn TBE (Bio-Rad Laboratories, Estados Unidos), y la visualizacidn de
las bandas se puso de manifiesto con luz ultravioleta en un sistema de andlisis de imagenes
DigiDoc-1t® (UVP, Estados Unidos).

T1799A

5.3.5. Determinacion de la presencia de la mutacion BRAF mediante secuenciacion

bidireccional directa

En las muestras en las que se detectd la presencia de la mutacién BRAF'*** mediante la

técnica RFLP, ésta fue confirmada mediante secuenciacién en ambos sentidos del producto de
PCR.

En primer lugar, tras la amplificacidon por PCR, se confirmé la presencia de un Unico producto
de PCR, sometiéndolos a electroforesis en un gel de agarosa al 2%, tincidon con bromuro de
etidio 1:10000 y visualizacién con luz ultravioleta.

A continuacién, el producto de PCR se purificé usando el QIAquick® PCR Purification Kit
(Qiagen, Estados Unidos), segun el protocolo especificado por el fabricante:

1. Afadir 5 volimenes de tampdn PBI a un volumen de la reaccién de PCR y mezclar.

2. Colocar una columna QlAquick en un tubo colector de 2 ml y trasvasar la mezcla de la
muestra a la columna con la membrana de silice para unir el ADN.

Centrifugar a 17900 g durante 60 s y descartar el eluido.
Lavar con 0.75 ml de tampdn PE.

Centrifugar a 17900 g durante 60 s y descartar el eluido.
Repetir el paso 5.

Colocar cada columna QlAquick en un tubo de microcentrifuga de 1,5ml.
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Eluir el ADN aplicando 30 pl de tampdn EB en el centro de la columna y dejando
reposar durante 1 min.

9. Centrifugar a 17900 g durante 60 s. El eluido contiene el producto de PCR purificado.

Usando el mismo par de primers que en la amplificacidon por PCR, se llevd a cabo una reaccion
de secuenciacidn por separado para cada primer, con los reactivos Big Dye terminator V1.0
(Applied Biosystems, Estados Unidos) y las condiciones de reaccidn sugeridas por el fabricante;
el programa de amplificacion fue el siguiente: 94°C durante 3 min x 1 ciclo; 96°C durante 10 s,
58°C durante 5 s y 60°C durante 4 min x 25 ciclos.

Tras la reaccién de secuenciacidn, los productos de la secuenciacion fueron purificados para
retirar el exceso de nucledtidos marcados, usando el DyeEx® 2.0 Spin Protocol for Dye-
Terminator Renoval (Qiagen, Estados Unidos), segun el protocolo de filtracién en columnas de
gel descrito por el fabricante:

1. Resuspender la resina de la columna agitando suavemente en un agitador vortex.
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Aflojar el tapdn de la columna % de vuelta para permitir el vacio en el interior.
Romper el cierre inferior de la columna y colocarla en un tubo colector de 2 ml.
Centrifugar 3 min a 750 g y descartar el tubo colector junto con el eluido.

Transferir la columna a un tubo de microcentrifuga de 1,5ml.
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Aplicar la reaccién de secuenciacion directamente en el centro del lecho de la
columna.

7. Centrifugar 3 min a 750 g. Descartar la columna. El eluido contiene el producto de
secuenciacion purificado.

A continuacioén, las muestras se secaron en una centrifuga de vacio durante 20 min. La lectura
de la secuencia se realizd en un secuenciador ABI PRISM 310 DNA Analyzer (Applied
Biosystems, Estados Unidos), para lo cual antes fueron desnaturalizadas durante 2 min a 95°C
en 25 ul de Hi-Di Formamide (Applied Biosystems, Estados Unidos) para cada muestra.

Para la visualizacion de los electroferogramas proporcionados por el secuenciador se utilizé el
software de libre distribucidon Chromas Lite versidn 2.01. Para el alineamiento de las
secuencias de ADN asi obtenidas con la secuencia original del gen braf, se utilizé la
herramienta bioinformatica LALIGN, proporcionada libremente por el servidor Genestream,
del Instituto de Genética Humana (Montpellier, Francia).

La interpretacion de los resultados se realizd en base a la aparicién de un doble pico de
fluorescencia, en la posicion correspondiente a la timina 1799 de la secuencia original,
procedente de la contribucidén conjunta de una adenina y una timina en esa posicién en las
muestras positivas para la presencia de la mutacién BRAF™*** (Figura. M2).
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1. ESTUDIO PRELIMINAR DE LA MUTACION BRAF™7*°* EN CARCINOMA
DE TIROIDES: ESPECIFICIDAD Y REPRESENTATIVIDAD

1.1. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DE LA POBLACION DE ESTUDIO: Edad y sexo

Grupo 1. Pacientes con patologia benigna de tiroides.

La edad media de los pacientes con patologia benigna de tiroides (N=40), en el momento del
diagndstico, fue de 49,5 + 14,8 afios (media £ DT, desviacidn tipica), con un minimo de 18 y un
maximo de 76 afios. La Figura R1.1.1A muestra la distribucién de la poblacién por edades,
encontrandose entre los 30-60 afios el 70% de los pacientes estudiados. Este grupo estaba
constituido por 7 varones y 33 mujeres, con una relacién hombre: mujer de 1:4,7. La
estratificacion de la edad de los pacientes segln el sexo no dio lugar a una diferencia
significativa (p=0,328) de edad entre los distintos grupos (Figura R1.1.1B).
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Grupo 2. Pacientes con neoplasias malignas de tiroides diferentes de carcinoma papilar.

La edad media de los pacientes con neoplasias malignas de tiroides (n=17), en el momento del
diagndstico fue de 49,2 £ 20,8 aios, con un minimo de 14 y un maximo de 82 afos. La Figura
R1.1.3A muestra la distribucion de la poblacion por edades, encontrandose entre los 30-50
afios el 47% de los pacientes estudiados. Este grupo estaba constituido por 4 varones y 13
mujeres, con una relacién hombre: mujer de 1:3,3. La estratificacion de la edad de los
pacientes segun el sexo no dio lugar a una diferencia significativa de edad (p=0,365) entre los
distintos grupos (Figura R1.1.2B).
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Grupo 3. Pacientes con carcinoma papilar de tiroides

La edad media en el momento del diagndstico de los pacientes con carcinoma papilar de
tiroides fue de 44,0 * 15,6 afios, con un minimo de 9 y un maximo de 70 afios. En la Figura
R1.1.3A se muestra la distribucién de la poblacion por edades, encontrandose entre los 30-60
afos el 60,9% de los pacientes estudiados. Este grupo estaba constituido por 8 varones y 61
mujeres, con una relacién hombre: mujer de 1:7,6. La estratificacion de la edad de los
pacientes segun el sexo no dio lugar a una diferencia significativa de edad (p=0,921) entre los
distintos grupos (Figura R1.1.3B).
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1.2. TIPO HISTOLOGICO

Grupo 1. Pacientes con patologia benigna de tiroides.

Los pacientes incluidos en este grupo fueron un total de 40. Como se aprecia en la Figura
R1.2.1A, el tipo histoldégico mas frecuente correspondié a bocio multinodular (25 pacientes;
62,5%), seguido de bocio difuso o enfermedad de Graves (13 pacientes; 32,5%), mientras que
2 pacientes (5%) presentaron diagndstico de adenoma folicular.

Grupo 2. Pacientes con neoplasias malignas de tiroides diferentes de carcinoma papilar.

Los pacientes incluidos en este grupo fueron un total de 17. El tipo histoldgico mas frecuente
correspondid a carcinoma folicular, con 14 pacientes afectados (82,4%), de los cuales 12 se
ajustaron al patrén folicular convencional y 2 presentaron el subtipo histolégico de células
oncociticas o de Hirthle. El resto de pacientes presentaron diagnéstico de carcinoma
anaplasico (2 casos; 11,8%) y sarcoma de tiroides (1 caso; 5,9%). (Figura R1.2.1B).
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Grupo 3. Pacientes con carcinoma papilar de tiroides.

En estos pacientes, el subtipo histoldgico clasico fue el mas frecuente (44,9%; 31/69 casos). El
29 subtipo en frecuencia fue el microcarcinoma papilar (33,3%; 23/69), mientras que la
variante folicular del CPT fue hallada en el 14,5% (10/69). Estos tres subtipos histoldgicos
constituyeron en conjunto el 92,8% de los pacientes estudiados en el grupo. Los subtipos
histolégicos de los pacientes restantes fueron la variante de células altas en un 2,9% de los
casos (2 pacientes), y hubo 1 caso de cada una de las siguientes variantes: variante de células
claras, variante esclerosante difusa y variante folicular difusa, con una aportacién individual al
porcentaje global del 1,4% (Figura R1.2.2).
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1.3. PREVALENCIA DE LA MUTACION BRAF™7°** EN CARCINOMA PAPILAR DE
TIROIDES

De los 69 pacientes estudiados con carcinoma papilar de tiroides, 32 resultaron positivos para
la presencia de la mutacién BRAF'*** en tejido tumoral procedente de la tiroidectomia,
correspondiendo por tanto a una prevalencia de 46,4% (ICosy: 34,3-58,4).

La distribucién de la presencia de la mutacién BRAF'"*** en los distintos subtipos de carcinoma

papilar de tiroides se encuentra en la Tabla R1.3.1. Las variantes histoldgicas de células altas
(CPT-CA) y células claras (CPT-CC) resultaron ser las de mayor prevalencia para la mutacion
BRAF™°*" con un 100% de casos positivos; mientras la variante folicular (CPT-VF) resulté
positiva en el 50% de los casos (5/10). La prevalencia en la variante clasica del CPT fue del
48,4% (15/31); estos 15 casos positivos de la variante clasica (la mas frecuente) contribuyeron
en un 21,7% al resultado global. En el subtipo microcarcinoma papilar de tiroides (microCPT),
la positividad aparecié en el 39,1% (9/23) de estos pacientes (22 variante histoldgica mas
frecuente), con una contribucidn a la prevalencia global del 13%. Las variantes difusas
(esclerosante difusa, CPT-ED y folicular difusa, CPT-VF-DIF) resultaron negativas para la
mutaciéon BRAF*** en los 2 casos analizados.
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BRAI:T1799A
SUBTIPO HISTOLOGICO N - + % del total % por histologia
CPTClasico 31 16 15 21,7 48,4
microCPT 23 14 9 13,0 39,1
CPT-VF 10 5 5 7,2 50,0
CPT-CA 2 0 2 2,9 100,0
CPT-CC 1 0 1 1,4 100,0
CPT-ED 1 1 0 0,0 0,0
CPT-VF-DIF 1 1 0 0,0 0,0
TOTAL 69 37 32 46,4

Todos los casos analizados que resultaron positivos para la mutacién BRAF*** fueron
sometidos a secuenciacion bidireccional del producto de PCR, y en todos los pacientes, la
mutacion hallada fue la transversion de la timina en la posicidon 1799 por una adenina.

El andlisis de la mutacién BRAF™*®* en el tejido sano adyacente al tumor fue negativo en los
69 pacientes.

1.4. ESPECIFICIDAD DE LA MUTACION BRAF'*7°* pPARA DETECTAR CARCINOMA
PAPILAR DE TIROIDES

Para comprobar la especificidad de la mutacién BRAF7** por el carcinoma papilar de tiroides,
se analizd su presencia en el tejido mas representativo de la lesién de todos los pacientes del
Grupo 1 (40 pacientes con patologia benigna de tiroides: 25 bocio multinodular, 13 bocio
difuso, 2 adenoma folicular) y del Grupo 2 (17 pacientes con neoplasias malignas de tiroides
diferentes de CPT: 14 carcinoma folicular, 2 carcinoma anaplasico, 1 sarcoma de tiroides),
resultando negativa en todos los casos. En la Tabla R1.4.1 se muestra el desglose por
patologias del resultado de la presencia de la mutacién BRAF'"** en estos pacientes.

De los 69 pacientes con carcinoma papilar de tiroides (Grupo 3), la mutaciéon BRAF'7°** resulté
positiva en 32 casos (46,4%) (Tablas R1.3.1y R1.4.1).

Estos resultados establecen que la mutacion BRAF™'*** es especifica de carcinoma papilar de

tiroides.
GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3
Pat?loglas N BRAFT9% Can'cer no N BRAF™%A Carc.lnoma N BRAF'79%
benignas papilar papilar
Bocio Carcinoma
Multinodular 25 Folicular e

Carcinoma

Bocio Difuso 13 - A 2 -
Adenoma 2 Sarcoma de 1
Folicular - Tiroides -
TOTAL 40 40(-) 17 17(-) 69 32(+)
0% 0% 46,4 %

El analisis de la mutacion BRAF7°** en el tejido sano adyacente a la lesidn resulté negativo en
todos los casos.
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1.5. REPRESENTATIVIDAD (DETECTABILIDAD Y FIABILIDAD) DE LA MUTACION BRAF™7%°* EN
MUESTRAS CITOLOGICAS

Una vez comprobada la presencia de la mutacién BRAF7°** sélo en pacientes con CPT (tejido

del foco de carcinoma papilar de tiroides), se analizaron, de forma retrospectiva, las citologias
de tiroides obtenidas por puncién y aspiracion con aguja fina (PAAF). De los 126 pacientes
incluidos en esta fase del estudio, 60 habian sido sometidos a PAAF de tiroides previamente a
la intervencion quirdrgica. De estos 60 pacientes, se escogid la citologia mas reciente,
preferiblemente realizada en los 12 meses previos a la cirugia, lo cual fue posible en 51 casos
(85%). Para el resto de los pacientes, se escogid la puncidn mas reciente que se habia
realizado.

De los 40 pacientes incluidos en el Grupo 1 (patologia benigna de tiroides), 15 tenian una PAAF
previa (13 de los 25 pacientes diagnosticados histopatoldgicamente como bocio multinodulary
los 2 de adenoma folicular). De estos 15 pacientes 9 (60%) se habian realizado la puncién en
los 12 meses anteriores a la cirugia.

De los 17 pacientes incluidos en el Grupo 2 (neoplasias malignas de tiroides diferentes de CPT),
9 tenian una PAAF previa (4 de los 12 pacientes diagnosticados histopatolégicamente como
carcinoma folicular, los 2 pacientes con carcinoma de Hiirthle, los 2 pacientes diagnosticados
como carcinoma anaplasico y el paciente con sarcoma de tiroides). De estos 9 pacientes, 8
(88,9%) se habian realizado la puncién en los 12 meses anteriores a la cirugia. Ninguna de las
lesiones presentadas por estos pacientes en la cirugia fue < 1 cm de tamaiio.

De los 69 pacientes incluidos en el Grupo 3 (carcinoma papilar de tiroides), 54 tenian una PAAF
previa (22 de los 31 pacientes diagnosticados histopatolégicamente como CPT clasico, 18 de
los 23 casos de microCPT, los 10 casos de CPT-FV, 1 de los 2 casos de CPT-CA, y los 3 casos de
CPT-CC, CPT-ED y CPT-VF-DIF). Para esta fase del estudio se excluyeron los 18 pacientes de
microcarcinoma papilar de tiroides, por no poder garantizar la correspondencia entre el
nddulo puncionado para la PAAF y el tumor hallado en la tiroidectomia. Por tanto, quedaron
finalmente para el andlisis citoldgico 36 pacientes con CPT, de los cuales 34 (94,4%) se habian
realizado la puncidn en los 12 meses anteriores a la cirugia.

El resultado de la determinacién de la mutacion BRAF™7°?* en los pacientes sometidos a PAAF

previa, comparada con el resultado obtenido en tejido tiroideo tras la tiroidectomia, se
describe en detalle en la Tabla R1.5.1, desglosado por los correspondientes diagndsticos
citoldgicos de la PAAF e histolégicos de la pieza quirdrgica. Para simplificar la lectura de estos
resultados, el estado de BRAF'7°** en pacientes con citologias tiroideas se muestra resumido
en la Tabla R1.5.2, desglosado por diagndstico histopatolégico.

La correspondencia entre el resultado de la presencia de la mutacién BRAF'**** en la PAAF con
el obtenido en tejido tiroideo procedente de la tiroidectomia fue del 100%.



RESULTADOS

40
25

17
12

69
31

10

CIRUGIA

BRAF
GRUPO 1: PATOLOGIAS BENIGNAS

Bocio Multinodular

Adenoma Folicular

GRUPO 2: NEOPLASIA NO CPT
Carcinoma Folicular

Carcinoma de Hiirthle

Carcinoma Anaplasico

Sarcoma de Tiroides

GRUPO 3: CARCINOMA PAPILAR

CPT Clasico

CPT-VF

CPT-CA

CPT-CC

CPT-ED

CPT-VF-DIF

T1799A

13 -

10 -

12 +

15

©o

R WN RBRNNE

[N

PAAF
BRAF

No Valorable
Negativo Malignidad
Proliferacion Folicular

No Valorable
Negativo Malignidad

Negativo Malignidad
Proliferacién Folicular

No Valorable
Proliferacion Folicular

Proliferacién Folicular
Neoplasia No CPT

Proliferacion Folicular

Negativo Malignidad
Sospechoso CPT

No Valorable
Negativo Malignidad
Sospechoso CPT

No Valorable
Negativo Malignidad
Proliferacién Folicular
Negativo Malignidad
Proliferacién Folicular

Sospechoso CPT

Sospechoso CPT

Sospechoso CPT

Negativo Malignidad

o

o © o



RESULTADOS

T1799A

BRAF

N DIAGNOSTICO HISTOLOGICO N - +
40 GRUPO 1: PATOLOGIAS BENIGNAS 15 15 0
25 Bocio Multinodular 13 13 0
2 Adenoma Folicular 2 2 0
17 GRUPO 2: NEOPLASIA NO CPT 9 9 0
12 Carcinoma Folicular 4 4 0
2 Carcinoma de Hiirthle 2 2 0

Carcinoma Anaplasico 2 2 0
1 Sarcoma de Tiroides 1 1 0
69 GRUPO 3: CARCINOMA PAPILAR 36 17 19
31 Carcinoma Papilar Clasico 22 10 12
10 Carcinoma Papilar Variante Folicular 10 5 5
2 Carcinoma Papilar Variante Células Altas 1 0 1
1 Carcinoma Papilar Variante Células Claras 1 0 1
1 Carcinoma Papilar Variante Esclerosante Difuso 1 1 0
1 Carcinoma Papilar Variante Folicular Difuso 1 1 0

1.6. PRECISION DIAGNOSTICA DE LA DETECCION DE CARCINOMA PAPILAR DE
TIROIDES EN MUESTRAS CITOLOGICAS OBTENIDAS POR PAAF.

Sensibilidad

La mutacion BRAF resultd positiva en 19 de los 36 pacientes diagnosticados con
carcinoma papilar de tiroides que tenian una PAAF previa, tanto en ADN procedente de la
citologia como de la pieza quirudrgica (Tablas R1.5.1 y R1.6.1). Por tanto, la sensibilidad de la
determinaciéon de la mutacién BRAF''** en la citologia previa en estos pacientes fue del

T1799A

52,8%.
BRAF'7%%* TOTAL

DIAGNOSTICO CITOPATOLOGICO = + % total N %

NO VALORABLE 1 1 2,8 2 5,5
NEGATIVO MALIGNIDAD 5 5 13,9 10 27,8
PROLIFERACION FOLICULAR 1 3 8,3 4 11,1
SOSPECHOSO CPT 10 10 27,8 20 55,6
TOTAL 17 19 52,8 36 100

De estos 36 pacientes, 24 habian sido sometidos a cirugia, indicada por el diagndstico
citolégico (4 casos indeterminados, 20 con sospecha de CPT). Asi, la sensibilidad del
diagndstico citopatoldgico previo a la cirugia fue del 66,7% (24/36). La mutaciéon BRAF™%%A
resulté positiva en el 75% (3/4) de los casos citolégicamente indeterminados, y en el 50%
(10/20) de los pacientes en los que se detectd sospecha de CPT en la citologia (Tabla R1.6.1). Si
se hubiera realizado la determinacién de la mutacién BRAF'*°* en la citologia previa, se
habrian confirmado preoperatoriamente el 54,2% de los casos de CPT en las categorias con
indicacion quirdrgica (13/24).

Los 12 pacientes sin indicacidn quirdrgica (12/36; 33,3%) porque obtuvieron un diagndstico
citolégico negativo para malignidad (10/12; 27,8%) o inadecuado (2/12; 5,5%), se habian
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sometido a cirugia por motivos clinicos (Tabla R1.6.1). La mutacién BRAF"*** resulté positiva

en el 50% (6/12) de los casos (1 paciente con resultado no valorable y 5 pacientes con
resultado negativo para malignidad). Por tanto, la determinacién de la mutacién BRAF'7** en
la citologia previa habria detectado el carcinoma papilar en los 6 casos de forma

preoperatoria.

Si sumamos los 6 pacientes detectados como CPT, por la determinacién de la mutacion
BRAF™®** en la citologia previa (no detectados por el andlisis citoldgico), a los 24
seleccionados por la citopatologia, la aplicacion conjunta de ambos procedimientos habria
rendido una sensibilidad diagndstica del 83,3% (30/36). Ademas, 6 pacientes se habrian
beneficiado de un diagndstico precoz de su carcinoma papilar de tiroides, que no habia sido
detectado en el analisis citopatoldgico.

Precision diagndstica de la deteccion de carcinoma papilar de tiroides en muestras
citologicas.

Teniendo en cuenta los 126 pacientes incluidos en los Grupos 1-3 (patologia benigna,
neoplasias malignas no CPT, carcinoma papilar, respectivamente) se puede calcular Ila
sensibilidad y especificidad diagndstica de la determinaciéon del estado de la mutacidn
BRAF™?** en citologias de tiroides y del diagnéstico citopatoldgico (Los criterios utilizados para
definir cada uno de los parametros epidemioldgicos se encuentran descritos en el Apartado
1.5.1 de METODOLOGIA).

Para el cdlculo de la precisién diagndstica en citologias de tiroides, se seleccionaron los 60
pacientes sometidos a PAAF de tiroides previa a la cirugia (Tabla R1.5.1), clasificados en el
grupos de carcinoma papilar (36/69 pacientes), patologia benigna (15/40 pacientes) y
neoplasia maligna diferente a CPT (9/17 pacientes).

Precision diagnéstica de la determinacién del estado de BRAF'7**

carcinoma papilar de tiroides en muestras citolégicas.

para detectar de

Como se muestra en la Tabla R1.6.2, la determinacidn del estado de BRAF™7*** en las citologias

de tiroides fue capaz de detectar 19 de los 36 carcinomas papilares de tiroides (Verdaderos
Positivos), y no resulté positiva en ningln paciente que no diagnosticado de CPT; es decir, no
dio lugar a Falsos Positivos (Tabla R1.6.2).

HISTOPATOLOGIA

+ = TOTAL
% * o ° 19 52,58% 103%
w
% - 17 24 a1 1‘82; s\g’sl;
TOTAL 36 24 60 PR;E;Z’I;:/((:)N

Por su parte, en los 17 pacientes restantes diagnosticados histopatolégicamente con CPT, la
determinacion del estado BRAF™*** resulté negativa (Tabla R1.6.2), tanto en la PAAF previa
como en el tejido procedente de la cirugia (Falsos Negativos).
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Segun estos datos, la sensibilidad diagndstica de la determinacidon de BRAF™*** en citologias

para detectar carcinoma papilar de tiroides fue, por tanto, del 52,8%. Los valores de
Sensibilidad, (S), Especificidad (E), Valor Predictivo Positivo (VPP) y Valor Predictivo Negativo
(VPN) se encuentran en la Tabla R1.6.2. Como se aprecia, la E y el VPP de la determinacion de
BRAF7?* para detectar carcinoma papilar de tiroides es del 100%.

La precision diagndstica que presenta la determinacion de BRAF*** fue del 71,7% (Tabla
R1.6.2).

Precision diagndstica de la citopatologia para detectar de carcinoma papilar de tiroides en
muestras citoldgicas.

De los 36 casos de carcinoma papilar de tiroides, el diagndstico citopatolégico habia detectado
20 en la citologia de tiroides, que fueron confirmados histopatoldégicamente tras la cirugia; los
otros 4 casos de CPT habian obtenido un diagndstico citolégico indeterminado (proliferacion
folicular), por lo que se habian sometido a cirugia de tiroides para aclarar el diagndstico. Por
tanto, los Verdaderos Positivos de la citopatologia fueron 24 pacientes (Tabla R1.6.3).

HISTOPATOLOGIA

+ - TOTAL
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o8 * 24 8 32 66,7%  66,7%
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= VPP VPN
= - 12 = 28 75,0%  57,1%
PRECISION
TOTAL 36 24 60 63.3%

La histopatologia tras la tiroidectomia revelé ademas 12 casos de CPT en citologias previas
descartadas para malignidad (5 habian sido diagnosticados citoldgicamente como “no
valorable” y 7 como “negativo malignidad”) (Tabla R1.5.1), que constituyeron los Falsos
Negativos del diagndstico citopatoldgico (Tabla R1.6.3).

En 8 pacientes cuyo diagndstico en su citologia de tiroides previa era de indeterminado,
resultaron tener patologias benignas tras la cirugia (2 casos de bocio multinodular) o
neoplasias malignas diferentes al carcinoma papilar (3 carcinoma folicular clasico, 1 carcinoma
de Hirthle, 1 carcinoma anapldsico y 1 sarcoma de tiroides) (Tabla R1.5.1). Por tanto, el
numero de Falsos Positivos para el diagndstico de CPT mediante citopatologia fue de 8 (Tabla
R1.6.3).

En 16 casos, el diagndstico citoldgico y el quirlrgico coincidieron en que no existia evidencia de
CPT (4 no valorable, 11 negativo malignidad, 1 neoplasia diferente a carcinoma papilar) (Tabla
R1.5.1). Estos casos constituyeron los Verdaderos Negativos detectados por el analisis
patoldgico de la citologia previa a la cirugia (Tabla R1.6.3).

Con estos datos, la sensibilidad diagndstica de la citopatologia para detectar carcinoma papilar
de tiroides fue, por tanto, del 66,7% (Tabla R1.6.3). Los valores de S, E, VPP y VPN se
encuentran en la Tabla R1.6.3.

La precisidn diagndstica que presento la citopatologia fue del 63,3% (Tabla R1.6.3).
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Precision diagndstica de la de la citopatologia complementada con la determinacion del
estado de BRAF™7°*" para detectar de carcinoma papilar de tiroides en muestras citoldgicas.

Para conocer la mejora de la precisién diagndstica obtenida implementando de forma rutinaria
el diagndstico citopatoldgico con la determinacién del estado de la mutacién BRAF7*** en las
citologias tiroideas, se calculé la precision diagndstica de ambas metodologias conjuntamente.

Combinando ambas estrategias diagnodsticas, el nimero de casos diagnosticados de CPT
(Verdaderos Positivos) de la citopatologia (24 casos, correspondientes a 20 sospechas de CPT y
4 casos indeterminados de proliferacion folicular, Tabla R1.6.1) se ve aumentado a 30 (Tabla
R1.6.4) con los 6 casos de CPT detectados por la determinacién del estado de BRAF™*** en
muestras que citolégicamente resultaron negativas para malignidad (5 casos) o no diagndsticas
(1 caso). Es decir, la determinacidon de BRAF"*** rescaté el 50% (6/12) de los falsos negativos

de la citopatologia (Tabla R1.6.1).

HISTOPATOLOGIA
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Los casos de Falsos Positivos y Verdaderos Negativos siguen siendo los mismos que los
aportados por el diagnéstico citopatoldgico en solitario, ya que la determinaciéon de BRAF7%**)
al presentar una especificidad del 100%, no contribuye a aumentar los Falsos Positivos.

La sensibilidad diagndstica del diagndstico citopatolégico se ve aumentada de esta forma con
la inclusién de la determinacion de BRAF™*** de 66,7% hasta un 83,3% (Tablas R1.6.4 y
R1.6.5), respetando la especificidad de la citopatologia, y aumentando en un 4% el valor
predictivo positivo y en un 15,6% el valor predictivo negativo (Tablas R1.6.4 y R1.6.5).

La precision diagndstica que presenta la combinacién de la citopatologia tiroidea junto con la
determinacidn de BRAF*** en estos 60 pacientes fue del 76,7% (Tabla R1.6.4).

TEST VP FP FN VN S E VPP VPN PRECISION
CITOPATOLOGIA 24 8 12 16 66,7% 66,7% 75,0% 57,1% 63,3%
BRAF'7%%A 19 0 17 24 52,8% 100% 100% 58,5% 71,7%

CITOPATOLOGIA + BRAF 7# 30 8 | 6 16 EXEXM 66,7% @ 79,0% | 72,7% 76,7%
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2. DETECCION PREOPERATORIA DE CARCINOMA PAPILAR DE TIROIDES
MEDIANTE DETERMINACION DE LA MUTACION BRAFY?* EN
CITOLOGIAS DE TIROIDES OBTENIDAS MEDIANTE PAAF

2.1. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DE LA POBLACION DE ESTUDIO: Edad y sexo

La edad media de los pacientes en estudio de nddulo tiroideo (cohorte 1), en el momento de
realizacion de la PAAF, fue de 49,3+15,0 afios, con un minimo de 16 y un maximo de 87 afios.
La Figura R2.1.1A muestra la distribucion de la poblacidén por edades, encontrandose entre los
30-60 afios el 65,5% de los pacientes estudiados. Este grupo se constituyd por 54 varones y
346 mujeres, con una relacion hombre: mujer de 1:6,4. La estratificacion de la edad de los
pacientes segun el sexo no dio lugar a una diferencia significativa (p=0,540) de edad entre los
distintos grupos (Figura R2.1.1B).

Media =49,28

Desviacidn tipica =14,959
N =400

Frecuencia
EDAD

|

48,0 [38,0-60,0]
N=346
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EDAD (afios) SEXO

2.2. DETECCION PREOPERATORIA DE CARCINOMA PAPILAR DE TIROIDES

El estado de la mutacion BRAF™7°?" se determind en las muestras citoldgicas correspondientes

a 475 punciones de nédulos tiroideos, realizadas a 420 pacientes. De ellas, 54 correspondian a
punciones repetidas de 48 pacientes durante el periodo de estudio.

De las 475 determinaciones, se obtuvo un resultado del estado de la mutacién BRAF'"*** en

454 casos, correspondientes a 400 pacientes, que compusieron finalmente la cohorte 1.

Las 21 determinaciones restantes, correspondientes a 20 pacientes, no obtuvieron un
resultado del estado de BRAF™*** debido a una insuficiente amplificacién del ADN en la PCR,
qguedando estos pacientes fuera del estudio.

Diagndstico citopatologico

El diagndstico citopatoldgico resultd “no valorable” en 101 citologias (22,2%) (Figura R2.2.1).
De estos pacientes, 30 repitieron la puncién durante el periodo de estudio, consiguiendo que
la prueba resultara diagndstica en el 76,7% de los casos (22 pacientes obtuvieron diagndstico
de negativo malignidad y 1 de proliferacién folicular). Los 7 pacientes restantes obtuvieron de
nuevo una citologia inadecuada para el diagndstico.

En 315 citologias (69,4%), el diagndstico citopatoldgico fue de “negativo malignidad” (Figura
R2.2.1). En particular, 254 fueron diagnosticadas como “ausencia de células neoplasicas”, 60
como “bocio coloide”, y 1 como “tiroiditis granulomatosa” (ver desglose en Tabla R2.2.2).
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Teniendo en cuenta que algunos pacientes cuya citologia resulté no diagndstica repitieron la
puncién, dando lugar a un resultado informativo, el porcentaje definitivo de pacientes
diagnosticados como “no valorable” fue del 17,0%, mientras que el de pacientes
diagnosticados como “negativo malignidad” resulté ser de 73,8%.

En 33 pacientes (7,3%), el diagndstico citopatoldgico resulté “indeterminado” (Figura R2.2.1);
el informe reveld “proliferacion folicular” en todos los casos, en uno con células de Hiirthle, y
en otro caso se indicé la presencia de atipias celulares (ver desglose en Tabla R2.2.2).

El diagndstico citopatoldgico fue definitivamente determinante de malignidad en 5 pacientes
(1,1%): en 3 de los casos (0,7%) el diagndstico fue de carcinoma papilar de tiroides, y en los
otros 2 (0,4%) fue de neoplasia maligna diferente a carcinoma papilar (Figura R2.2.1).

Los 33 casos diagnosticados como indeterminados (categoria que no discrimina neoplasia
benigna de maligna), y los 5 detectados como neoplasia maligna fueron derivados al Servicio
de Cirugia para la realizacidn de tiroidectomia. Es decir, el diagndstico citopatoldgico resultd en
indicacién quirdrgica en el 8,4% (38/454) de los casos.

En el resto de pacientes, la indicacion fue conservadora, y en consecuencia se derivaron
nuevamente al Servicio de Endocrinologia, donde continuaron el seguimiento clinico de su
patologia tiroidea.

Sospechoso
Indeterminado Neo NO CPT
73% 0,4%

A iV

———— — TN

Sospechoso
CPT
0,7%

No Valorable
22,2%
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Estado de la mutacion BRAF en citologias de tiroides

El estado de la mutacién BRAF™7°* resulté positivo en 8 (1,8%) de las citologias procedentes

de las 454 punciones de nddulos tiroideos realizadas (Tabla R2.2.2).

Los 3 casos de pacientes diagnosticados citolégicamente con “sospecha de carcinoma papilar”
de tiroides resultaron positivos para la presencia de la mutacién BRAF™**,

El estado de la mutacién BRAF™*** fue negativo en los 2 casos de pacientes cuya citologia
resulté patolégicamente “sospechosa de neoplasia maligna distinta de carcinoma papilar de
tiroides”.

De los 33 pacientes cuya citologia obtuvo un diagnéstico “indeterminado” (proliferacion
folicular/atipias), con una incapacidad citopatoldgica para discernir entre malignidad vy
benignidad, 2 pacientes resultaron positivos para la mutacion BRAF'°** en su citologia
obtenida mediante PAAF.
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De las 315 citologias con diagndstico de “negativo malignidad”, 2 (0,4%) resultaron positivas
para la mutacién BRAF™7%%%,

De las 101 citologias diagnosticadas como “no valorable”, 1 (0,2%) fue positiva para la
mutacion BRAF™9,

Estos 3 pacientes cuya PAAF habia sido diagnosticada citoldgicamente como no determinante
de malignidad (2 casos) o inadecuada para el diagndstico (1 caso), pero que resultaron
positivas para la presencia de la mutaciéon BRAF™*®*, fueron informados del resultado de esta
prueba. Asi, se recomendod a los pacientes la extirpacion del nddulo tiroideo ante la evidencia
de que la mutacién BRAF™*®* es especifica y diagnéstica de malignidad, atendiendo a los
resultados obtenidos en la primera fase del estudio y la bibliografia revisada (Namba et al,
2003; Nikiforova et al, 2003%; Xu et al, 2003; Fugazzola et al, 2004; Hayashida et al, 2004;
Puxeddu et al, 2004; Kim et al, 2005b; Xing, 2005°% Zhu et al, 2005; Castro et al, 2006; Erickson
et al, 2007). Por tanto, la determinacion de la presencia de la mutacion BRAF'7%?" afiadié un
0,6% de casos con indicacién quirdrgica al diagndstico citopatoldgico de la PAAF.

En resumen, de las 454 punciones analizadas, 38 citologias (8,4%) obtuvieron una indicaciéon
quirdrgica a partir del diagndstico citopatolégico. De las 416 punciones restantes, no
detectadas citologicamente con sospecha de malignidad, 3 (3/416; 0,7%) fueron “rescatadas”
exclusiva y especificamente como carcinomas papilares de tiroides por el resultado de la
determinacién de BRAF'?*", Por tanto, la determinacion de BRAF*** en citologias de
tiroides reorientd el diagndstico y la estrategia terapéutica del 0,7% de los casos que
presentaban un carcinoma papilar de tiroides no detectado mediante técnicas
citopatoldgicas y habian sido remitidos a seguimiento clinico.

Asimismo, la determinaciéon de BRAF™7*** confirmé el diagnéstico del carcinoma papilar de

tiroides en el 100% (3/3) de los casos de sospecha citopatoldgica de CPT, y consiguié precisar
el diagnéstico citopatolégico en el 6,1% (2/33) de los casos cuyo diagnéstico citopatolégico
resulto indeterminado (Tablas R2.2.2 y R2.2.3).

T1799A

BRAF

DIAGNOSTICO CITOPATOLOGICO - + % TOTAL
NO VALORABLE 100 1 0,2 101 101
NEGATIVO MALIGNIDAD Ausencia Cél. neoplasicas 252 2 0,4 254 315

Bocio coloide 60 0 0 60

Tiroiditis granulomatosa 1 0 0 1
INDETERMINADO Proliferacion Folicular 29 2 0,4 31 33

Prol. Folicular + Cél Hiirthle 1 0 0 1

Atipias 1 0 0 1
SOSPECHOSO CPT 0 3 0,7 3 3
SOSPECHOSO NEOPLASIA NO CPT 2 0 0 2 2
TOTAL 446 8 1,8 454 454
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. INDICACION T1799A
CITOPATOLOGIA QUIRDRGICA (1] BRAF (+)
N %deltotal fo:';!ll %de Q. N cnopﬁ;)el.oe iA
No Valorable 101 22,2 NO 916 24,3 0,2 1 1,0
Negativo Malignidad 315 69,4 ’ 75,7 0,5 2 0,6
Indeterminado 33 7,3 86,8 53 2 6,1
Sospecha de CPT 3 0,7 Si 8,4 7,9 7,9 3 100,0
Sosp. Neo No CPT 2 0,4 53 0,0 0 0,0
Total 454 100% 100% 8

Fiabilidad de la deteccidn. Confirmacion histopatoldgica

El estado de la mutacién BRAF™?* en el tejido tiroideo procedente de la cirugia se determiné

en todos los pacientes en estudio de nddulo tiroideo (cohorte 1) sometidos a tiroidectomia
durante el periodo de estudio (01.01.2006 al 01.09.2008), tanto por indicacion citopatoldgica
(indeterminado, neoplasia maligna, presencia de la mutacién BRAF***), como por indicacién
clinica (glandula tiroides con sintomas compresivos o infiltrativos, dolor, crecimiento rapido o
independiente de terapia supresora del nédulo tiroideo).

En total, 20 pacientes de la cohorte 1 resultaron diagnosticados de carcinoma papilar de
tiroides (20/400; 5%); de ellos, 8 presentaron la mutacion BRAF'7%% (8/20; 40%) tanto en el
tejido tumoral procedente de la tiroidectomia como en la citologia previa.

De las 101 citologias tiroideas diagnosticadas como “no valorable”, 11 pacientes fueron
intervenidos quirdrgicamente, resultando con diagndstico de patologia benigna en 8 casos (7
bocio multinodular y 1 adenoma folicular) y de carcinoma en 3 casos (1 carcinoma anaplasico,
2 carcinomas papilares) (Tabla R2.2.4). Uno de los carcinomas papilares fue el diagnosticado
por la determinacién de la mutacion BRAF°** en la PAAF de tiroides y resulté también
positivo en el tejido tumoral procedente de la pieza quirurgica (Tabla R2.2.4).

Del grupo de 315 citologias de tiroides cuyo diagndstico fue “negativo para malignidad”, 60
pacientes fueron intervenidos de cirugia de tiroides, 49 de los cuales presentaron una
histopatologia benigna (42 bocio multinodular, 6 adenoma folicular y 1 quiste tirogloso) (Tabla
R2.2.4). Un paciente fue diagnosticado con carcinoma medular de tiroides y otro con
carcinoma folicular (Tabla R2.2.4). Los 9 pacientes restantes presentaron carcinomas papilares
tras la cirugia; 2 de ellos fueron los diagnosticados por la deteccién de la mutacién BRAF™***
en la PAAF de tiroides, y resultaron positivos para la mutacion también en el tejido tumoral
procedente de la pieza quirurgica (Tabla R2.2.4).

De los 33 pacientes con diagndstico citopatoldgico “indeterminado”, 32 fueron sometidos a
tiroidectomia, resultando un diagnéstico de bocio multinodular en 22 de los casos (Tabla
R2.2.4). Los 10 pacientes restantes obtuvieron un diagndstico de neoplasia maligna (detallado
en la Tabla R2.2.4), que en 6 casos resultd ser carcinoma papilar de tiroides; 2 de estos casos
de carcinoma papilar habian sido confirmados en la citologia previa por la determinacién de
BRAF'?** v también resultaron positivos en el tejido tumoral procedente de la pieza
quirargica (Tabla R2.2.4).

En los pacientes que presentaron una neoplasia maligna, la determinaciéon de la mutacion
BRAF™%* se realiz6 en el foco tumoral y en tejido normal adyacente; mientras que en los
pacientes con patologia benigna, la determinacién se llevd a cabo en una zona representativa
de la lesién y en tejido normal adyacente.

En todos los casos, el resultado del estado de la mutacién BRAF™*®* fue negativo en el tejido
normal adyacente a las lesiones patoldgicas presentadas por los pacientes.
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BRAF DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO BRAF
N N +
NO VALORABLE 11
Bocio Multinodular 7 0/7
~ 100 Adenoma Folicular 1 0/1
Carcinoma Anaplasico 1 0/1
Carcinoma Papilar Variante Folicular 1 0/1
+ 1 Carcinoma Papilar Clasico 1 1/1
NEGATIVO MALIGNIDAD 60
Bocio Multinodular 42 0/42
Adenoma Folicular 6 0/6
Quiste Tirogloso 1 0/1
- 313 Carcinoma Folicular 1 0/1
8 Carcinoma Medular 1 0/1
o Carcinoma Papilar Clasico 6 0/6
< Carcinoma Papilar Variante Folicular 1 0/1
g + 2 Carcinoma Papilar Clasico 2 2/2
8 INDETERMINADO 32
5 Bocio Multinodular 22 0/22
8 Carcinoma Folicular 1 0/1
5 Carcinoma Medular 1 0/1
‘O Neoplasia Broncopulmonar 1 0/1
Z - 31 . aq
) Carcinoma Anaplasico 1 0/1
g Carcinoma Papilar Clasico 2 0/2
Carcinoma Papilar Variante Folicular 1 0/1
Microcarcinoma Papilar 1 0/1
. Carcinoma Papilar Clasico 1 1/1
Carcinoma Papilar Variante Folicular 1 1/1
SOSPECHOSO CPT 3
= 0 — —
+ 3 Carcinoma Papilar Clasico 3 3/3
SOSPECHOSO NEOPLASIA NO CPT 2
_ 2 Carcinoma Medular 1 0/1
Carcinoma Anaplasico 1 0/1
+ 0 --- ---

En todos los pacientes, el resultado del estado de la mutacién BRAF™7*** hallado en la pieza
quirdrgica coincidié con el obtenido previamente en la citologia de tiroides, como se especifica
detalladamente, desglosado a partir del diagndstico citopatoldgico, en la Tabla R2.2.4.

Tal como se habia demostrado en la primera fase del estudio, existe una correlacién del 100%
entre el resultado del estado de BRAF'7?* en la citologia de tiroides previa a la
tiroidectomia y en la pieza histoldgica procedente de la cirugia.

Todos los casos analizados que resultaron positivos para la mutaciéon BRAF*** fueron
sometidos a secuenciacion bidireccional del producto de PCR, y en todos los pacientes, la
mutacion hallada fue la transversién de la timina en la posicién 1799 por una adenina. Existe
una correlacién del 100% entre el resultado del estado de BRAF™*** obtenido mediante RFLP y
mediante secuenciacion.
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Casos de carcinoma papilar de tiroides en la cohorte 1

Para el calculo del porcentaje de los casos de CPT hallado en la cohorte 1, se excluyd a los 2
pacientes diagnosticados citoldgicamente como “neoplasia maligna diferente a carcinoma
papilar de tiroides” (1 carcinoma medular y 1 carcinoma anaplasico) del total de 454 punciones
analizadas (Tabla R2.2.4).

De las restantes 452 punciones susceptibles de presentar CPT, 106 pacientes en estudio de
nddulo tiroideo (cohorte 1) fueron sometidos a cirugia de tiroides (106/452; 23,5%) (Tabla
R2.2.5). De estos 106 pacientes intervenidos quirdrgicamente, 20 obtuvieron un diagnéstico de
CPT en alguna de sus variantes histolédgicas (20/106; 18,9%) (Tabla R2.2.6). De los 20 pacientes
con CPT, 8 resultaron positivos para la presencia de la mutacién BRAF***, tanto en tejido
tiroideo tumoral como en la citologia previa (8/20; 40%) (Tabla R2.2.7). Es decir, la
determinacién de la mutacién BRAF'*** en la citologia preoperatoria de tiroides detectd el
40% de los carcinomas papilares que aparecen en pacientes sometidos a estudio de ndédulo
tiroideo mediante citologia de tiroides (Tabla R2.2.7), y que corresponden al 100% de los
pacientes con CPT positivos para la mutacion BRAF'"*** en esta cohorte (Tabla R2.2.4).

CITOPATOLOGIA CIRUGIA
DIAGNOSTICO N2 de casos N2 de casos % por categoria citologica % del total de operados
No Valorable 101 11 10,9 10,4
Negativo Malignidad 315 60 19,0 56,6
Proliferacién Folicular 33 32 97,0 30,2
Sospecha de CPT 3 3 100,0 2,8
Total 452 106 23,5 100,0

Todos los pacientes diagnosticados citolégicamente con “sospecha de CPT” se sometieron a
cirugia, lo que corresponde al 2,8% (3/106) de pacientes intervenidos quirdrgicamente de la
cohorte (Tabla R2.2.5); se confirmé histolégicamente el diagndstico de CPT en los 3 casos (3/3)
(Tabla R2.2.6). Todos resultaron positivos para la mutacién BRAF7*** (Tablas R2.2.4 y R2.2.7).
Estos 3 pacientes suponen el 15,0% de los pacientes diagnosticados de CPT dentro del grupo
en estudio de nddulo tiroideo (Tabla R2.2.6).

CITOPATOLOGIA HISTOPATOLOGIA
oAGHOSTCO  Widecamos Mo Mo wsedtie %o
No Valorable 101 11 2 18,2 10,0
Negativo Malignidad 315 60 9 15,0 45,0
Proliferacion Folicular 33 32 6 18,8 30,0
Sospecha de CPT 3 3 3 100,0 15,0
Total 452 106 20 100,0

De los 33 pacientes cuyo diagndstico citopatolégico fue “indeterminado” (incapaz de distinguir
entre neoplasia tiroidea maligna o benigna), 32 se habian sometido a tiroidectomia a fecha 1
de septiembre de 2008 (32/33; 97,0%), lo que corresponde al 30,2% de los pacientes sujetos a
cirugia en la cohorte (Tabla R2.2.5). Se hallé un diagnéstico histopatolégico de CPT en 6 casos,
lo que corresponde al 18,8% (6/32) de los pacientes con citologia indeterminada, y al 30,0%
(6/20) de los pacientes con diagndstico de CPT en esta cohorte (Tabla R2.2.6). De estos 6
casos, la mutacion BRAF™Y** se encontré presente en 2 de ellos (2/6; 33,3%. Tabla R2.2.7),
coincidiendo con los pacientes detectados por la mutacién BRAF'"*** en la citologia previa
(Tabla R2.2.4). Estos 2 pacientes corresponden al 10,0% de los pacientes diagnosticados de
CPT dentro de la cohorte en estudio de nddulo tiroideo (Tabla R2.2.7).
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CITOPATOLOGIA CIRUGIA BRAF +
monesnco  Nde NMemden Mo td erecmn s
No Valorable 101 11 2 1 50,0 5,0

Negativo Malignidad 315 60 9 2 22,2 10,0
Proliferacion Folicular 33 32 6 2 33,3 10,0
Sospecha de CPT 3 3 3 3 100,0 15,0
Total 452 106 20 8 40,0

Por su parte, 60 y 11 pacientes de las categorias diagndsticas sin indicacidon quirdrgica,
“negativo malignidad” y “no valorable”, respectivamente, fueron sometidos a cirugia, que en
conjunto corresponde al 67% de los pacientes intervenidos quirdrgicamente en la cohorte
(60/106; 56,6%, y 11/106; 10,4%) (Tabla R2.2.5). La proporcién de casos sometidos a
tiroidectomia en la categoria “no valorable” fue de un 10,9% (11/101), y en la categoria
“negativo malignidad” fue del 19,0% (60/315) (Tabla R2.2.5).

De los 60 pacientes cuyo andlisis citoldgico no revelé evidencia de malignidad (“negativo
malignidad”), y que fueron sometidos a cirugia de tiroides por motivos clinicos, se encontraron
9 casos de CPT (9/60); es decir, la proporciéon de malignidad en citologias negativas es del
15,0% (Tabla R2.2.6). De estos 9 pacientes, sélo los 2 que resultaron positivos para la mutacion
BRAF™®** en la citologia previa, presentaron la mutacién BRAF'"*** en tejido tumoral (2/9;
22,2%). Estos 2 pacientes corresponden al 10,0% (2/20) de los pacientes diagnosticados de CPT
dentro de la cohorte en estudio de nddulo tiroideo (Tabla R2.2.7).

De los 11 pacientes sometidos a cirugia de tiroides sin un diagndstico en la citologia (“no
valorable”), 2 presentaron un diagndstico histopatoldogico de CPT (2/11); es decir, la
proporcién de malignidad en la categoria “inadecuada para el diagndstico” es del 18,2% (Tabla
R2.2.6). De estos 2 pacientes, la mutacién BRAF'*** se encontré sélo en el tejido tumoral
tiroideo correspondiente al paciente detectado previamente en la citologia (1/2; 50%) (Tabla
R2.2.7). Este caso Unico supone el 5,0% (1/20) del diagndstico de CPT dentro de la cohorte en
estudio de nddulo tiroideo (Tabla R2.2.7).

En resumen, el porcentaje de casos diagnosticados de CPT dentro de cada categoria citoldgica
oscilé entre el 15,0% (“negativo malignidad”) y el 18,8% (“indeterminado”), a excepcién de los
pacientes diagnosticados con “sospecha de CPT” en la citologia, que fue del 100%, ya que no
hubo falsos positivos en esta categoria (Tabla R2.2.6).

La mutacién BRAF** fue detectada en las citologias previas de 8 de los 20 casos de CPT en
esta serie (40,0%; Tabla R2.2.7), correspondientes a todos los pacientes con la mutacidn
BRAF™®** presente en tejido tiroideo tumoral de la cohorte en estudio de nddulo tiroideo
mediante PAAF (Tabla R2.2.4). En consecuencia, la determinacién de la mutacién BRAF7?°*
fue capaz de confirmar preoperatoriamente el 40,0% de los casos de CPT, lo que representa
el total de los casos de carcinoma papilar de tiroides con posibilidad de ser detectados
mediante la presencia de la mutacién BRAF'7*** en la cohorte. Ademas, rescata el 27,3%
(3/11) de los casos de falsos negativos que se presentan con el diagndstico citopatoldgico
(Tabla R2.2.7).
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2.3. PRECISION DIAGNOSTICA DE LA DETECCION DE CARCINOMA PAPILAR DE
TIROIDES EN MUESTRAS CITOLOGICAS OBTENIDAS POR PAAF.

El seguimiento realizado a la cohorte 1 hasta el 1 de septiembre de 2008 permitié calcular la
precision diagndstica de la deteccion de carcinoma papilar de tiroides en citologias de tiroides.
De los 454 nddulos puncionados, 108 pacientes fueron intervenidos de cirugia de tiroides, con
resultado de 20 CPT, como se detalla en la Tabla R2.2.4. Con objeto de no sobrevalorar los
posibles verdaderos negativos ni infravalorar los falsos negativos de cualquiera de los
procedimientos para detectar CPT, estos valores se han calculado considerando sélo los
pacientes intervenidos quirdrgicamente, y de los que, por tanto, se dispone de confirmacion
histopatoldgica de su patologia tiroidea.

Precision diagnéstica de la determinacién del estado de BRAF'7**

carcinoma papilar de tiroides en muestras citolégicas.

para detectar de

Como se muestra en la Tabla R2.2.4, la determinacidn del estado de BRAF™7*** en las citologias

de tiroides detecté 8 de los 20 carcinomas papilares de tiroides, y no resulté positiva en ninguin
paciente que no fuera diagnosticado con CPT (no dio lugar a falsos positivos) (Tabla R2.3.1).

HISTOPATOLOGIA

+ - TOTAL
é * ’ ° 8 40,80% 103%
i
% - 12 88 100 1‘(’)‘(’); 8‘;;';
TOTAL 20 88 108 PR:;'::/((:)N

En los restantes 12 pacientes diagnosticados histopatoldégicamente con carcinoma papilar de
tiroides, la determinacion del estado de BRAF™°** resulté negativa (falsos negativos de la
prueba), debido a que la mutacién BRAF™** no estaba presente en estos casos de CPT (Tabla
R2.3.1).

La sensibilidad diagnéstica que la determinacién de la mutacién BRAF?** presenta para

detectar carcinoma papilar de tiroides de forma preoperatoria, en este grupo de 108
pacientes, es del 40,0%. Los valores de Especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) y
negativo (VPN) se encuentran en la Tabla R2.3.1. Como se aprecia, la E y VPP de la
determinacién de BRAF™*®* para detectar carcinoma papilar de tiroides son del 100% (Tabla
R2.3.1).

La precision diagndstica que presenta la determinacion de BRAF™™*** es del 88,9% (Tabla
R2.3.1).
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Precision diagndstica de la citopatologia para detectar de carcinoma papilar de tiroides en
muestras citoldgicas.

El diagndstico citopatoldgico detectd 3 casos positivos para carcinoma papilar de tiroides, que
fueron confirmados histopatoldgicamente tras la cirugia; también determind que otros 33
pacientes debian someterse a cirugia de tiroides ante la imposibilidad de descartar malignidad
en su citologia de tiroides (diagnodstico citolégico indeterminado), de los cuales 32 se habian
sometido a cirugia de tiroides a fecha de 1 de septiembre de 2008. Como puede observarse en
la Tabla R2.2.4, la histopatologia determind que, de esos 32 pacientes, sélo 6 presentaban
realmente un CPT y por tanto, los verdaderos positivos de la citopatologia fueron 9 pacientes,
y los 26 pacientes restantes constituyen los falsos positivos de esta técnica (Tabla R2.3.2).

HISTOPATOLOGIA
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< S E

o8 * ? 26 33 45,0%  70,5%

53

(]

= VPP VPN

= - 11 62 3 257%  84,9%

PRECISION

TOTAL 20 88 108 65.7%

La histopatologia tras la tiroidectomia revelé otros 11 casos de CPT no detectados por el
analisis citoldgico de la PAAF (2 diagnosticados citolégicamente como “no valorable”, y 9 como
“negativo malignidad”; Tabla R2.2.4), que constituyeron los falsos negativos del diagndstico
citopatoldgico (Tabla R2.3.1).

La sensibilidad diagndstica que la citopatologia presenta, por tanto, en este grupo de
pacientes, para detectar carcinoma papilar de tiroides, es del 45,0% (Tabla R2.3.2). Los valores
de E, VPP y VPN se encuentran en la Tabla R2.3.2.

La precision diagndstica que presenta el andlisis anatomopatoldgico de la citologia de tiroides
es del 65,7% (Tabla R2.3.2).

Precision diagndstica de la citopatologia complementado con la determinacion del estado de
BRAF'7?°* para detectar de carcinoma papilar de tiroides en muestras citoldgicas.

Combinando ambas estrategias diagndsticas, el nUmero de casos diagnosticados como CPT
(verdaderos positivos) de la citopatologia se ve aumentado de 9 a 12, ya que la determinacion
del estado de BRAF'7°** detecté 3 casos en citologias diagnosticadas como negativas para
malignidad o no diagndsticas (Tabla R2.2.4). Es decir, la determinacién de BRAF7* rescat6 el
27,3% (3/11) de los falsos negativos de la citopatologia (Tabla R2.3.3).

La sensibilidad diagndstica del diagndstico citopatoldgico se ve aumentada de esta forma de
un 45,0% (aplicando solamente el andlisis citolégico) a un 60,0% con la inclusidén de la
determinacién de BRAF'°** respetando la E de la citopatologia (70,5%), y aumentando el VPP
al 31,6%, y el VPN al 88,6% (Tablas R2.3.3 y R2.3.4).

En este grupo de pacientes la precisién diagndstica que presenta la combinacion de la
citopatologia tiroidea y determinacién de BRAF°** en citologias de tiroides de forma
preoperatoria, resultoé ser del 68,5% (Tabla R2.3.3).
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TOTAL
S E
12 26 38 60,0% 70,5%
3 62 70 VPP VPN

31,6% 88,6%

PRECISION

Tabla R2.3.3. Sensibilidad (S), Especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP)
y valor predictivo negativo (VPN) del diagndstico citopatoldgico
complementado con la determinacion del estado de BRAF' %A en PAAF de
tiroides.

Tabla R2.3.4. Comparacion de los valores de sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) y

valor predictivo negativo (VPN) en las tres estrategias de diagndstico de CPT.

TEST VP FP FN VN S E VPP VPN  PRECISION
CITOPATOLOGIA 9 26 11 62 450% 70,5% 257% 84,9% 65,7%
BRAF 797 40,0% 100% 100%  88,0% 88,9%

—---- QX os% wex saen  easn
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3. ASOCIACION DE LA MUTACION BRAF'°°* CON UN FENOTIPO MAS
AGRESIVO DE CARCINOMA PAPILAR DE TIROIDES.

La cohorte 2 se constituyd con pacientes diagnosticados de carcinoma papilar en el HUVN
entre el periodo comprendido entre el 1 de enero de 2006 y el 31 de diciembre de 2007, mas
los pacientes intervenidos de cirugia de tiroides con diagndstico histopatolégico de CPT
procedentes del seguimiento por patologia nodular tiroidea hasta el 1 de septiembre de 2008
(cohorte 1). En total fueron incluidos 106 pacientes.

3.1. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DE LA POBLACION DE ESTUDIO
3.1.1. Edady sexo

La edad media en el momento del diagnéstico de los pacientes con CPT fue de 46,2 +15,6 afios,
con un minimo de 9 y un maximo de 75 afios. La Figura R3.1.1A muestra la distribucién de la
poblacién por edades, encontrandose entre los 30-60 afios el 63,2% de los pacientes
estudiados. En este grupo se encontraban 15 varones y 91 mujeres, con una relacién hombre:
mujer de 1:6,1. La estratificacién de la edad de los pacientes segun el sexo no dio lugar a una
diferencia de edad entre los distintos grupos (Figura R3.1.1B) (p=0,399).
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3.1.2. Tipo histolégico

El subtipo histoldgico mas frecuente encontrado en los pacientes de carcinoma papilar de
tiroides fue el histotipo cldsico, presente en 50 de los 106 pacientes incluidos en este grupo
(47,2%). El segundo subtipo en frecuencia fue el microcarcinoma papilar, presente en 33
pacientes (31,1%). El tercer subtipo fue la variante folicular del CPT, patréon hallado en 16 de
los pacientes (15,1%). Estos tres subtipos histolédgicos comprendian el 93,4% de los pacientes
estudiados en este grupo. Los subtipos histoldgicos de los pacientes restantes fueron la
variante de células altas en 2 casos (1,9%), la variante esclerosante difusa en otros 2 casos
(1,9%), y del resto de variantes sélo hubo 1 caso de cada uno de ellos (variante de células
claras, variante sélido trabecular y variante folicular difusa), con una aportacién individual al
porcentaje global del 0,9%. (Figura R3.1.2)



TN RESULTADOS

CPT-VF-DIF Rk
cPT-ED  RRUERE

cprT-cc  REEEI=

(@)
(9
o cPT-sT RAKRZ
=
g Ic—) CPT-CA . 1,9 %CPT Clasico Carcinoma papilar de tiroides tipo clasjco o convencignal.
» o
I
CPT-VF
microCPT
CPT Clasico
0 10 20 30 40 50
PORCENTAIE

3.1.3. Estadificacion

Para la estadificacidon se utilizd la nomenclatura de la AICC (American Join Committee on
Cancer) (Greene et al, 2002), como se describié en el Apartado Metodologia (epigrafe 3.4.2.
Variables independientes), y que se encuentra detallado en el Anexo llI.

De los 106 pacientes de CPT estudiados, 70 presentaron un Estadio | (66%), en el momento del
diagndstico primario, y 20 fueron clasificados como Estadio Il (19%) (Figura R3.1.3). Segun este
sistema de estadificacién, la supervivencia a 5 afios de estos dos grupos es del 100% (Greene
et al, 2002), con una frecuencia de recidiva de 59% y 7%, respectivamente (Loh et al, 1997).
Del resto de pacientes, 14 (13%) fueron clasificados como Estadio Il (supervivencia a 5 afios
del 95,8%), y 2 pacientes (2%) como Estadio IV (supervivencia a 5 afios del 45,3%) (Greene et
al, 2002); la recidiva de estos grupos es de 26 y 8%, respectivamente (Loh et a/, 1997).

ESTADIFICACION AJCC
|
66%

v
2%

3.1.4. Grupos de riesgo

La clasificacién de los pacientes en diferentes grupos de riesgo se realizd segln 4 sistemas
diferentes, descritos en el Apartado Metodologia (epigrafe 3.4.2. Variables independientes), y
cuyos criterios se encuentran detallados en el Anexo |lI:
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indice pronéstico AMES (bajo/alto riesgo) (Cady & Rossi, 1988).

De los 106 pacientes de CPT estudiados, 88
(83%) se clasificaron como de bajo riesgo segun Sistema AMES
el indice AMES (Figura R3.1.4), lo que
corresponde a una supervivencia a 20 afios del
99%. Los 18 pacientes restantes (17%) fueron
clasificados como de alto riesgo, con una
supervivencia a 20 afios segun el indice AMES
del 61% (Cady & Rossi, 1988).

Bajo

Alto
Riesgo
17%

indice prondstico AGES (Grado 1/2/3/4) (Hay et al, 1987).

Sistema AGES

De los 106 pacientes de CPT estudiados, 75 (71%)
se clasificaron como de Grado 1 segun el indice
AGES, lo que corresponde a una supervivencia a
20 afios del 99% (Figura R3.1.5). De los pacientes
restantes, 20 (19%) fueron clasificados como de
Grado 2, con una supervivencia a 20 afos segun
el indice AGES del 80%; 8 pacientes (7%) fueron
clasificados como Grado 3 (supervivencia a 20
afios del 67%), y 3 (3%) como Grado 4
(supervivencia a 20 afios del 13%) (Hay et al,
1987).

indice pronéstico MACIS (minimo/bajo/alto/méximo riesgo) (Hay et al, 1993).

De los 106 pacientes de CPT estudiados, 61 Sistema MACIS
(58%) se clasificaron como de Riesgo Minimo
segun el indice MACIS, lo que corresponde a una
supervivencia a 20 afos del 99% (Figura R3.1.6).
De los pacientes restantes, 23 (22%) fueron
clasificados como de Riesgo Bajo, con una
supervivencia a 20 anos del 89%; 10 pacientes
(10%) fueron clasificados como Riesgo Alto
(supervivencia a 20 afios del 56%) y 10 (10%) Riesgo

como Riesgo Maximo (supervivencia a 20 afios Mi‘;:;‘“ Rifsge Ao
del 24%) (Hay et al, 1993).
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indice del Memorial Sloan-Kettering Cancer Center Data (bajo/medio/alto riesgo) (Shaha et
al, 1994).

De los 106 pacientes de CPT estudiados, 53
Sistema MSKCCD pacientes (50%) se clasificaron como de Riesgo
Medio segln este sistema (Figura R3.1.7), lo
gue corresponde a una supervivencia del 96%
a 5 afios y del 85% a 20 afios (Shaha et al,
1994). De los pacientes restantes, 29 (27%) se
clasificaron como de Bajo Riesgo segun este
sistema, lo que corresponde a una
supervivencia del 100% a 5 afios y del 99% a 20
afios (Shaha et al, 1994); 16 pacientes (15%)
fueron clasificados de Alto Riesgo (Figura
R3.1.7), con una supervivencia del 72% a 5
afios y del 57% a 20 afios (Shaha et al, 1994).

indice EORTC (European Organization for Research on Treatment of Cancer) (Grupos
1/2/3/4/5) (Byar et al, 1979).

El grupo de riesgo mas frecuente correspondié al
Grupo 1 (46 pacientes; 43%), con una Sistema EORTC
supervivencia a 5 afios del 95% (Byar et al, 1979),
seguido del Grupo 2 (34 pacientes; 32%), al que le
corresponde una supervivencia a 5 afios del 80%
(Byar et al, 1979). 17 pacientes (16%) fueron
clasificados como Grupo 3, y 8 pacientes (8%) en
el Grupo 4 (Figura R3.1.8), con wunas
supervivencias asociadas de 55 y 33%,
respectivamente (Byar et al, 1979). Sélo 1

. epe Grupo 5
paciente fue clasificado en el Grupo 5 (1%), con 1

una supervivencia asociada segun este sistema del
5% (Byar et al, 1979).

3.1.5. Tiempo de seguimiento

El tiempo de seguimiento de los pacientes con CPT (pertenecientes a la cohorte 2) varid en
funcién de la fecha en que fueron diagnosticados. A partir de ese momento, se incluyeron en
la cohorte y se llevd a cabo el seguimiento, hasta el 1 de septiembre de 2008, para recoger las
variables relativas a recidiva de la enfermedad, dosis de **'I, etc, tal como se ha descrito en el
Apartado Metodologia (epigrafe 3.3.1. Seguimiento de los pacientes).

En la poblacidon de 106 pacientes, sélo se perdieron del seguimiento 2 pacientes. De uno de
ellos no se disponia de informaciéon a partir de la fecha de cirugia, y por tanto, no fue
considerado para el andlisis de las variables obtenidas durante el seguimiento (recidiva, dosis
de ™!, etc.). Del otro paciente no se disponia de informacién a partir de los 53 meses del
seguimiento. Durante el periodo del que se dispone de informacién de este caso, recibié una
sola dosis de yodo, pero tuvo que ser reintervenido quirdrgicamente una vez por la aparicidn
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de 5 metastasis. Por tanto, se ha considerado positivo para estos parametros (recidiva y
segunda cirugia).

La mediana del tiempo de seguimiento en los 106 pacientes fue de 58,8 [25,3-90,3] meses, con
un minimo de 0 (correspondiente al paciente perdido tras la cirugia) y un maximo de 130
meses. Excluyendo al paciente perdido tras la cirugia, la mediana resulta de 55,8 [26,0-90,4]
meses.

En la Figura R3.1.9 se muestra la distribucion del tiempo de seguimiento, donde se observa
que la mayor parte de los pacientes presentan mas de 1 afio de seguimiento, encontrandose a
partir de los 15 meses de seguimiento el 91,5% (97 pacientes) de los casos estudiados. Para el
analisis de las variables relativas al seguimiento, se seleccionaron estos 97 pacientes, con el
objeto de asegurar que todos los pacientes incluidos en este subgrupo se hubieran realizado el
primer rastreo tiroideo anual tras el rastreo ablativo de los 3 meses posteriores a la cirugia, tal
como se indica en el protocolo de seguimiento tras la cirugia de pacientes con cancer
diferenciado de tiroides, especificado en el Apartado Metodologia (epigrafe 3.3.1. Sequimiento
de los pacientes).

Las caracteristicas epidemioldgicas de estos pacientes, como la edad, que fue de 45,7 + 15,7
afios, distribucidon de sexos (13 varones y 84 mujeres; relaciéon 1:6,5) eran similares a los del
grupo completo de 106 pacientes, y no diferian entre si de forma estadisticamente
significativa. La distribucién en cuanto a subtipos histolégicos, estado de la mutacidn
BRAF™?* estadificacion y grupos de riesgo era similar en los 97 pacientes seleccionados con
respecto a los 8 no seleccionados, y practicamente idéntica entre el grupo original de 106
pacientes del estudio y el subgrupo de 97 para seguimiento. La mediana del tiempo de
seguimiento en los 97 pacientes fue de 64,1 [28,9-91,1] meses (Figura R3.1.9B).

Mediana = 58,8
Amplitud intercuartil = 25,3 - 90,3
N =106

Mediana = 64,1
Amplitud intercuartil = 28,9 -91,1
N=97
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3.1.6. Estado al final del seguimiento

Como se ha especificado en el Apartado Metodologia (epigrafe 3.4.2. Variables
independientes), el estado al final del seguimiento contempla 3 categorias (Libre de
enfermedad/Enfermo/Fallecido por enfermedad).

En el subgrupo de 97 pacientes sujetos a seguimiento para analisis de recidiva, no se produjo
ningun fallecimiento por CPT (ni en el grupo completo de 106 pacientes). El 67% de los
pacientes (65 casos) se encontraban libres de enfermedad a fecha 1 de septiembre de 2008, y
el 33% (32 pacientes) se encontraban enfermos, de los cuales 21 se consideraron enfermos al
final del estudio por no haber cumplido con los 27 meses de seguimiento necesarios para
disponer de dos rastreos corporales negativos.
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3.2. PREVALENCIA DE LA MUTACION BRAF™7*** EN CARCINOMA PAPILAR DE TIROIDES

De los 106 pacientes con CPT estudiados en la cohorte 2, 50 resultaron positivos para la
presencia de la mutacion BRAF™Y*** en el tejido tumoral procedente de la tiroidectomia,
correspondiendo por tanto a una prevalencia de 47,2% (ICqs4: 37,5-56,8%).

En estos 106 pacientes, también se analizé la presencia de la mutacién BRAF™994

sano adyacente al tumor, y el resultado fue negativo en todos los casos.

en el tejido

La distribucién de la presencia de la mutacién BRAF™*** en los distintos subtipos de CPT se

encuentra en la Tabla R3.2.1. Las variantes histolégicas de células altas y células claras
resultaron ser las de mayor prevalencia de la mutacién BRAF™**", con un 100% de casos
positivos. Las variantes folicular (56,3%) vy cldsica (54,0%) resultaron positivas en
aproximadamente en mas de la mitad de los pacientes. Los casos positivos de la variante
clasica (la mas frecuente, 50 casos) contribuyeron en un 25,5% al resultado global. En el caso
del subtipo microcarcinoma papilar de tiroides, la positividad aparecié en el 33,3% de estos
pacientes (la segunda variante en frecuencia histoldgica, con 33 casos), con una contribucién a
la prevalencia global del 10,4%. Las variantes difusas (esclerosante difusa y folicular difusa), asi
como la variante sélido-trabecular, resultaron negativas para la mutacién BRAF*** en todos
los casos analizados.

T1799A

BRAF
SUBTIPO HISTOLOGICO N - + % del total % por histologia

CPT Clasico 50 23 27 25,5 54,0
microCPT 33 22 11 10,4 33,3
CPT-VF 16 7 9 8,5 56,3
CPT-CA 2 0 2 1,9 100,0
CPT-CC 1 0 1 0,9 100,0

CPT-ST 1 1 0 0,0 0,0

CPT-ED 1 1 0 0,0 0,0

CPT-VF-DIF 2 2 0 0,0 0,0

TOTAL 106 56 50 47,2

Todos los pacientes analizados que resultaron positivos para la mutacién BRAF™*** fueron
sometidos a secuenciacion bidireccional del producto de PCR, y en todos los casos, la mutacion
hallada fue la transversién de la timina en la posicidon 1799 por adenina. Existe una correlacion
del 100% entre el resultado del estado de BRAF'7°** obtenido mediante RFLP y secuenciacion.

En este grupo, también fueron sometidos a secuenciacién bidireccional las muestras tumorales
de todos los pacientes con diagnéstico histopatoldgico de CPT variante folicular que resultaron
negativas para la mutacién BRAF'****, ya que esta variante se ha asociado a la aparicién de
otros tipos de mutacién en braf cercanas a esta posicion, como BRAF®*® (Trovisco et al, 2004,
2005), pero en todos los casos resultaron totalmente coincidentes con la secuencia salvaje del
gen braf en el amplicéon analizado.

3.3. ASOCIACION DE LA PRESENCIA DE LA MUTACION BRAF7*°* CON LAS CARACTERISTICAS
CLINICOPATOLOGICAS DE ALTO RIESGO DEL CARCINOMA PAPILAR DE TIROIDES

De acuerdo con el estado de la mutacién BRAF*** en el tejido tumoral de los 106 pacientes

diagnosticados con CPT (cohorte 2), se diferenciaron dos grupos de casos:

Grupo BRAF™7?°* positivo (+): pacientes en los que se detectd, mediante RFLP y secuenciacion,
la presencia de la mutacién BRAF™*** en el foco tumoral de su CPT (50/106; 47,2%).
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Grupo BRAF™?* negativo (-): pacientes en los que se detectd, mediante RFLP y/o
secuenciacion, la forma salvaje del gen braf en el foco tumoral de su CPT (56/106; 52,8%).
3.3.1. Descripcion de las variables clinicopatoldgicas de los pacientes con CPT.

Tamaiio tumoral

De los 106 pacientes con CPT, sélo estaba

disponible el tamafio tumoral de 91 de ellos. La Mediana = 1,5
mediana del tamafio de la lesién de estos AP ud intercuartil= 0,7 = 2,3
pacientes fue de 1,5 [0,7-2,3] cm (Figura —

R3.3.1). El 90% de los pacientes presentaban
lesiones de 4 cm 6 menos, y en el 95% de ellos
el tamafio era inferior a 7 cm (solo 4 pacientes
presentaron tamarfios superiores a 7 cm).

Frecuencia

I
0 2 4 6 8 10 12
Tamaiio (cm)

Metastasis ganglionares y a distancia

De los 106 pacientes analizados, 34 (32,1%) presentaron metastasis ganglionares en el
momento del diagndstico, y 3 (2,8%) mostraron metdstasis distantes. Dos pacientes
presentaron simultdneamente metdastasis ganglionares y a distancia en el momento del
diagnostico (1,9%).

Invasion extratiroidea
La invasidn de tejidos peritiroideos aparecid en el 12,3% de los pacientes (13/106).
Multifocalidad

De los 106 pacientes de CPT, se disponia de informacién acerca de la multifocalidad de la
lesion en 77 de ellos. De éstos, 23 (23/77; 29,9%) mostraron multifocalidad, con al menos 2
focos de CPT.

Se realizé un analisis de las caracteristicas clinicopatoldgicas mds relevantes (metdstasis
linfaticas y a distancia, extension peritiroidea, multifocalidad, tamario), estratificando por
variante histoldgica. La estratificacidon por variable histoldégica no generd ninguna diferencia
significativa en cuanto a la distribucidn de estas variables, aunque mostré una tendencia (no
significativa) a la aparicion de metastasis ganglionares en los pacientes con variante folicular
del CPT. De los 16 pacientes con CPT-VF, 11 presentaron metdstasis ganglionares (68,8%).

Otras caracteristicas histopatoldgicas de riesgo

Otros factores patoldgicos clasicos de riesgo que fueron evaluados en los pacientes de CPT
fueron la presencia de invasidn capsular (26/56; 46,4%), vascular (14/53; 26,4%), asi como la
aparicion de necrosis tumoral (8/57; 14,0%) y la actividad mitética (53/55; 96,4%).

3.3.2. Asociacion entre las caracteristicas clinicopatoldgicas y el estado de la mutacién
BRAF%°* en pacientes con CPT.

Se analizé la asociacion de la presencia de la mutacién BRAF™*** con una serie de pardmetros

clinicos e histopatoldgicos de elevado riesgo relacionados con la recidiva y agresividad del CPT.
Estas caracteristicas clinicopatoldgicas se encuentran detalladas en el Apartado Metodologia
(epigrafe 3.4.2. Variables independientes) (edad, sexo, tamafo tumoral, invasion extratiroidea,
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multifocalidad, metastasis ganglionares y a distancia, estadio tumoral, etc.). La relacion entre
el estado de la mutacién BRAF™*** y las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e
histopatoldgicas mas importantes se encuentran en la Tabla R3.3.2.

N (-/+) BRAF'*_(56)  BRAF™**+(50) RR ICosy,  valorp
Edad (afios) 106 (56/50) 44,4 + 14,6 48,1 + 16,6 --- --- 0,221
106 (56/50) 7 (12,5%) 15 (30,0%) 24 (1,1-5,4)
Sexo masculino 106 (56/50) 6 (10,7%) 9 (18,0%) 1,7 (0,6-4,4) 0,403
91 (45/46) 1,210,6-2,0] 1,7 [1,2-2,5]
91 (45/46) 27 (60,0%) 39 (84,8%) 1,4 (1,1-1,8)
Multifocalidad 77 (41/36) 9 (22,0%) 14 (38,9%) 1,8 (0,9-3,6) 0,309
Invasién extratiroidea 106 (56/50) 7 (12,5%) 6 (12,0%) 1,0 (0,3-2,7) 1,000
Metastasis ganglionares 106 (56/50) 16 (28,6%) 18 (36,0%) 1,3 (0,7-2,2) 0,532
Metastasis a distancia 106 (56/50) 2 (3,6%) 1(2,0%) 0,6 (0,1-6,0) 1,000
Estadio tumoral (AJCC) 106 (56/50)
[ 42 (75%) 28 (56,0%)
[ 7 (12,5%) 13 (26,0%)
1l 6 (10,7%) 8 (16,0%)
v 1(1,8%) 1(2,0%)
106 (56/50) 14 (25,0%) 22 (44,0%) 1,8 (1,0-3,1)
Invasion Capsular 56 (26/30) 13 (50,0%) 13 (43,3%) 0,9 (0,5-1,5) 0,789
Invasién Vascular 53 (25/28) 8(32,0%) 6 (21,4%) 0,7 (0,3-1,7) 0,534
Necrosis Tumoral 57 (26/31) 3 (11,5%) 5(16,1%) 1,4 (0,4-5,3) 0,715
Actividad Mitética 55 (27/28)
Ausente 1(3,7%) 1(3,6%)
Leve 22 (81,5%) 26 (92,9%)
Moderada 3(11,1%) 1(3,6%)
Alta 1(3,7%) 0(0,0%)
Actividad Mittica o (., 4 (14,8%) 1(3,6%) 02 (0020 0,193

Moderada/Alta

Variables cuantitativas cuya distribucion es normal: media + DT.

Variables cuantitativas cuya distribucion no es normal: mediana [percentil 25-percentil 75].
Variables categéricas: nimero (% de BRAF+/-).

RR: Riesgo Relativo.

Las diferencias estadisticamente significativas de la distribucion de cada variable en pacientes BRAF
se encuentran resaltadas, con la casilla del valor p sombreada y la variable en color blanco.

T1799A P .
positivos y negativos

Edad y sexo

La edad media en los pacientes cuyo CPT resulté positivo para la presencia de la mutacion
BRAF™°* fue de 48,1 + 16,6 afios, con un 18,0% de pacientes de sexo masculino en la cohorte
positiva para BRAF™*?* (Tabla R3.3.2).

Aunque las variables edad y sexo como tal no resultaron asociadas con la presencia de la
mutacién BRAF*** se encontré que la frecuencia de la mutacién BRAF™*** era mucho mayor
en pacientes de avanzada edad, especialmente a partir de los 60 afios, hallandose una
asociaciéon estadistica entre los pacientes con mas de 60 afios y la presencia de la mutacidn
BRAF™*** (Tabla R3.3.2).

Al estratificar el sexo de los pacientes segln si su edad era superior o no a 60 afios, se
encontré de forma estadisticamente significativa que la distribucion de pacientes positivos
para la mutacion BRAF™7°*" era mas pronunciado en el caso de las mujeres (Tabla R3.3.2), con
un riesgo relativo de 2,6 (ICqss: 1,1-6,3) en el estrato femenino (mujer, BRAF™*** + mayor de
60 afios). El riesgo relativo de los pacientes varones mayores de 60 afios y BRAF™ + resulto
ser de 1,3 (ICqs5¢: 0,153-5,406), pero sin valor estadistico (p=1,000), probablemente debido al
reducido nimero de varones en el grupo de estudio (15 casos).



RESULTADOS

Tamano tumoral

La mediana del tamafio tumoral de los pacientes positivos y negativos para BRAF'*** fue

similar (1,7 y 1,2 cm, respectivamente). Sin embargo, el andlisis de la distribucién del estado de
la mutacién BRAF™7°** en funcién del tamafio tumoral en estos pacientes reveld asociaciones
significativas de la mutacion BRAF'*** con un mayor tamafio tumoral. En particular, la
presencia de la mutacién BRAF™%** se encontré con mayor frecuencia en carcinomas papilares
de tamafio igual o superior a 1 cm (p=0,010), con un riesgo relativo de 1,4 (ICgsy: 1,1-1,8) de
presentar un tamano tumoral igual o superior a 1 cm en el grupo de los pacientes positivos
para BRAF7*** (Tabla R3.3.2).

Por el contrario, la distribucién de los casos positivos para la mutacién BRAF™'*** no resultd

diferente entre microcarcinomas papilares de tiroides de tamafio comprendido entre 0-5 mm y
los de 5-10 mm (RR: 1,0; ICgs4: 0,5-2,0; p=1,000), segun la subclasificacién de microcarcinomas
papilares de tiroides propuesta por Kasai & Sakamoto (1987).

Estadio

En cuanto al estadio tumoral, como ya se indicéd en el epigrafe 3.1.3. Estadificacion, del
Apartado Resultados, la mayor parte de los pacientes (70/106; 66%) presentaron un Estadio |
(AJCC). De estos 70 pacientes, 28 (28/70; 40%) resultaron positivos para la presencia de la
mutacion BRAF?** en su tumor primario, mientras que en el resto de estratos, el nUmero de
pacientes positivos para la mutacién BRAF'*"*** siempre era mayor que el nimero de pacientes
negativos en el correspondiente estrato. Esto nos indujo a pensar que podia existir una
asociacion del estado de BRAF7°** con un estadio tumoral avanzado, asi que comparamos los
grupos de pacientes BRAF'799A positivos y negativos segln presentaran un estadio | o superior
(I, 1l o IV), obteniéndose una asociacidn significativa (p=0,043) entre la presencia de la
mutacion BRAF™*** en el tejido tumoral del CPT y un estadio superior a |, con un riesgo
relativo de 1,8 (ICqs¢: 1,0-3,1) (Tabla R3.3.2).

Las variables estadio tumoral superior a |, edad superior a 60 afos y tamafio tumoral a partir
de 1 cm fueron sometidas a analisis multivariante mediante regresién logistica para estudiar la
independencia de estas asociaciones. El resultado fue que las Unicas variables asociadas
estadisticamente con la presencia de la mutacién BRAF*** eran edad > 60 afios (OR: 4,5:
ICqoy: 1,6-12,7; p=0,016) y tamafio= 1 cm (OR: 3,4: ICgpy: 1,4-8,1; p=0,021), ya que la variable
estadio clinico sufre un efecto de colinealidad con ambas (p<0,0001 en los dos casos), al ser
una combinacién lineal de las dos. La introduccién de las posibles interacciones entre estadio
tumoral | con las otras dos variables (edad superior a 60 afios y tamafio 1 cm o superior) en el
modelo de regresidn logistica no dio lugar a relaciones significativas.

Subtipos histolégicos

La mutaciéon BRAF™*?* se encontré distribuida de forma uniforme en pacientes con diferentes

variantes histoldgicas de CPT (Tabla R3.2.1), no encontrdndose asociacidn estadisticamente
significativa con ninguna de las histologias presentes en el estudio, aunque el microcarcinoma
papilar de tiroides mostré una tendencia (no significativa; p=0,075) a presentar una menor
frecuencia frente a la variante clasica.

También se realizd un andlisis de la relacién entre la presencia de la mutacién BRAF*** y las

caracteristicas clinicopatoldgicas mas relevantes (metastasis linfaticas y a distancia, extension
peritiroidea, multifocalidad, tamafio), estratificando por variante histoldgica. La estratificacion
por variable histoldgica no generd ninguna diferencia significativa en cuanto a la distribucion
de la presencia de la mutacién BRAF™79%,
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Metastasis

La aparicidon de metéstasis regionales o a distancia en los pacientes BRAF™*** positivos (36,0%

y 2,0% respectivamente) tuvo lugar con una frecuencia similar a la de los pacientes negativos
para BRAF'7%°* (28,6% v 3,6% respectivamente, Tabla R3.3.2).

Otras caracteristicas histopatoldgicas

Para el resto de las variables histopatoldgicas (multifocalidad, invasidn extratiroidea, invasion
capsular, invasion vascular, actividad mitdtica, necrosis tumoral), no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas de su distribucién en pacientes BRAF*** positivos
y negativos (Tabla R3.3.2).

En resumen, en el andlisis bivariante se encontré asociacion significativa entre la presencia de
la mutacién BRAF™7*** y una edad superior a 60 afios, estadio clinico avanzado (superior a
estadio | de la AJCC) y mayor tamaiio tumoral, especialmente a partir de 1 cm de diametro;
tras el analisis multivariante, las Unicas variables asociadas con la presencia de la mutacién
BRAF*** fueron edad superior a 60 afios y mayor tamafio tumoral. Sin embargo, no se
encontrd asociacion de la mutacion BRAF™Y%** con invasidn extratiroidea, invasion capsular o
vascular, necrosis tumoral, actividad mitética, ni con la aparicion de metastasis linfaticas
cervicales o a distancia.

3.4. ASOCIACION DE LA PRESENCIA DE LA MUTACION BRAF7°* CON LA RECIDIVA
TUMORAL DURANTE LA EVOLUCION DEL PACIENTE CON CPT

Como se describid anteriormente (epigrafe 3.1.5. Tiempo de seguimiento), para el analisis de
las variables relativas al seguimiento y evolucion del paciente, se seleccionaron 97 pacientes
con un tiempo de seguimiento igual o superior a 15 meses, para asegurar que todos los
pacientes incluidos en este subgrupo se hubieran realizado el primer rastreo tiroideo anual
tras el rastreo ablativo de los 3 meses posteriores a la cirugia. Las caracteristicas
epidemioldgicas y clinicopatoldgicas de estos pacientes eran similares a los del grupo completo
de 106 pacientes, y no diferian entre si de forma estadisticamente significativa con éstos ni con
el grupo de pacientes que no fueron seleccionados para el andlisis de variables relativas al
seguimiento. Tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las
duraciones del seguimiento de los grupos con recidiva (mediana: 63,1 [26,4-90,4] meses) y sin
recidiva (mediana: 67,7 [44,4-100,3] meses) (Tabla R3.4.2).

3.4.1. Asociacion entre las caracteristicas clinicopatoldgicas de alto riesgo y la recidiva
tumoral en pacientes con CPT

Como se indico en el Apartado Metodologia (epigrafe 3.4.1. Variable dependiente), la recidiva
se define como la aparicién de CPT durante el seguimiento post-quirurgico.

En primer lugar, se analiz6 la asociacion de la recidiva de CPT con los pardametros
clinicopatoldgicos de elevado riesgo relacionados descritos en el Apartado Metodologia
(epigrafe 3.4.2. Variables independientes) (edad, sexo, BRAF'****, tamafio tumoral, invasion
extratiroidea, multifocalidad, metastasis ganglionares y a distancia, estadio tumoral, etc.). Los
resultados obtenidos se encuentran en la Tabla R3.4.1.

De los 97 pacientes incluidos en el grupo de seguimiento, 22 (22,7%) presentaron recidiva de
CPT. Estos 22 pacientes presentaban una edad media de 48,3 + 17,3 afios, y la relacion
hombre:mujer fue de 4:18. El tamafio de sus lesiones oscilé entre 0,3-8,0 cm (mediana: 2,3
[0,9-4,0] cm), con un 70,6% de estos pacientes con tamafio tumoral superior a 1 cm de
didametro. De ellos, el 45,5% (10/15) presentaron multifocalidad de la lesiéon, y en el 31,8%
(7/22) el carcinoma papilar habia invadido tejido peritiroideo. El 63,6% de los pacientes con
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recidiva (14/22) habian presentado metastasis ganglionares en el momento del diagndstico, y
el 4,5% de ellos (1/22) también presentaba metastasis distantes (Tabla R3.4.1).

N (=/+) Sin Recidiva Con Recidiva RR 1Cgs0; p
Edad (afios) 97 (75/22) 44,8 + 15,2 48,9 +17,1 0,315
Sexo masculino 97 (75/22) 9 (12,0%) 4 (18,2%) 1,4 (0,6-3,6) 0,483
Tamafio tumoral (cm) 84 (67/17) 1,4[0,7-2,0] 2,3[0,9-4,0] -—- - 0,109
Tamafio tumoral 21cm 84 (67/17) 46 (68,7%) 13 (76,5%) 1,4 (0,5-3,8) 0,767
72 (57/15) 11 (19,3%) 10 (66,7%) 4,9 (1,9-12,5)
97 (75/22) 5(6,7%) 7 (31,8%) 33 (1,7-6,4)
97 (75/22) 19 (25,3%) 14 (63,6%) 34 (1,6-7,2)
Metastasis a distancia 97 (75/22) 2 (2,7%) 1(4,5%) 1,5 (0,3-7,8) 0,542
Invasion Capsular 50 (40/10) 16 (40,0%) 7 (70,0%) 2,7 (0,8-9,4) 0,155
46 (37/9) 8(21,1%) 5 (62,5%) 42 (1,2-15,2)
Necrosis Tumoral 52 (41/11) 5(12,2%) 3(27,3%) 2,1 (0,7-6,1) 0,343
Actividad Mitética Mod/Alta 49 (39/10) 4 (10,3%) 1(10,0%) 1,0 (0,2-6,2) 1,000
Tiempo seguimiento (meses) 97 (75/22) 63,1[26,4-90,4] 67,7 [44,4-100,3] --- 0,312

Variables cuantitativas cuya distribucion es normal: Media £ DT.

Variables cuantitativas cuya distribucion no es normal: Mediana [percentil 25-percentil 75].

Variables categéricas: numero (% de recidiva +/-).

RR: Riesgo Relativo.

Las diferencias estadisticamente significativas de la distribucion de una determinada variable en pacientes con/sin recidiva se

encuentran resaltadas, con la casilla del valor p sombreada y la variable correspondiente en color blanco.
El andlisis global del grupo de 97 pacientes con mas de 15 meses de seguimiento reveld
asociaciones significativas de la recidiva de CPT con algunas de las caracteristicas
clinicopatolégicas de mayor agresividad del tumor primario, como multifocalidad, invasidn
extratiroidea e invasion vascular, asi como con la presencia de metastasis en ganglios linfaticos

en el momento del diagndstico (Tabla R3.4.1).

Para el resto de las variables clinicopatoldgicas, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en su distribucién en pacientes con o sin recidiva (Tabla R3.4.1).
En particular, no se encontré asociacion de la recidiva con el tamafio tumoral ni con la
aparicidon de metastasis a distancia, caracteristicas patoldgicas asociadas frecuentemente con
un mayor riesgo de recidiva de enfermedad (Hughes et al, 1996; Rouxel et al, 2004; Leboulleux
et al, 2005).

Con las cuatro variables que en el analisis bivariante mostré estadisticamente asociadas a la
recidiva (multifocalidad, invasidon extratiroidea, metastasis linfaticas, invasidon vascular; Tabla
R3.4.1), se realiz6 un analisis multivariante mediante regresion logistica para determinar los
posibles efectos de confusién. La Unica variable que se mantuvo como indicador prondstico
independiente de la recidiva fue la invasion extratiroidea, con una OR de 6,5 (ICqoqy: 2,2-19,1;
p=0,004), perdiéndose la relevancia estadistica de todas las demas. La inclusidn de otros
factores prondsticos (edad, sexo, tamafio, BRAF'*"*** estadio TNM/AJCC) no produjo ninguna
variacion en el modelo.

Tipo histoldgico de los pacientes con recidiva de CPT

La Tabla R3.4.2 muestra el porcentaje de pacientes que desarrollaron recidiva tumoral en
funcién del subtipo histolégico diagnosticado en el tumor primario.

Las variantes de células claras y sélido-trabecular presentaron un 100% de recidiva, mientras
que las variantes de células altas y folicular difusa exhibieron una recidiva del 50% (1/2). La
variante folicular del CPT presentd una proporcidn de recidiva del 7,1% (1/13), y los subtipos
mas frecuentes en la poblacidon estudiada, la variante cldsica y el microcarcinoma papilar,
presentaron, respectivamente, frecuencias de recidiva de 25,0% y 15,6% (Tabla R3.4.2).
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Sin Recidiva Con Recidiva
N (=/+) N (% de subtipo histoldgico)
CPT Cldsico 44 (33/11) 32 (72,7%) 12 (27,3%)
microCPT 32 (27/5) 27 (84,4%) 5 (15,6%)
CPT-VF 14 (13/1) 13 (92,9%) 1(7,1%)
CPT-CA 2(1/1) 1 (50%) 1 (50%)
CPT-CC 1(0/1) 0(0,0%) 1 (100,0%)
CPT-ST 1(0/1) 0(0,0%) 1 (100,0%)
CPT-ED 1(1/0) 1(100,0%) 0 (0,0%)
CPT-VF-DIF 2(1/1) 1 (50%) 1 (50%)

Estadificacidn y grupos de riesgo en los pacientes con recidiva de CPT

En el grupo de 97 pacientes seleccionado para el estudio de recidiva tumoral, ésta aparecid en
22 casos (22,7%); de éstos, 14 pacientes (63,6%) fueron estadificados como Estadio | (AJCC), y
6 con Estadio Il (27,3%) (Tabla R3.4.3). Los restantes 2 pacientes con recidiva presentaban
Estadios Il y IV. El 31,8% de los pacientes con recidiva presentaron Estadios Ill o IV (p=0,038)
(Tabla R3.4.4). Los estadios con mayor proporcion de recidiva tumoral fueron el Ill, con un
46,2% de pacientes con recidiva de CPT (6/13), y el IV, con un 50,0% (1/2) (Tabla R3.4.3).

RECIDIVA
ESTADIO AJCC NO si TOTAL
N % N % N %
I 51 68,0 14 63,6 65 67,0
n 16 21,3 1 4,5 17 17,5
n 7 9,3 6 27,3 13 13,4
v 1 1,3 1 4,5 2 2,1

TOTAL 75 100,0 22 100,0 97 100,0

Para analizar la asociacion entre recidiva y sistema de riesgo, cada uno de los sistemas de
clasificacion del riesgo fue agrupado en 2 Categorias. El criterio aplicado para realizar la
agrupacion fue la supervivencia asociada a cada estrato segun lo publicado por los autores que
establecieron estos sistemas (Cady & Rossi, 1988; Hay et al, 1987; Hay et al, 1993; Shaha et al,
1994; Byar et al, 1979). Dependiendo del sistema de clasificacion del riesgo considerado, la
Primera Categoria se construyd con los niveles originales a los que les correspondia una
supervivencia entre 80-100%, y la Segunda Categoria, con el resto de niveles, a los que
corresponde una supervivencia entre 24-67%. En el caso del indice AMES, no fue necesaria la
agrupacion, ya que sdlo presenta 2 niveles, que coinciden con los porcentajes de supervivencia
mencionados.

Atendiendo al criterio del sistema de estadificacion de la AJCC, deberiamos haber establecido
las categorias entre I-llI-1ll (supervivencia 100-95,8%) y IV (supervivencia 45,3%). Sin embargo,
en base al criterio de otros autores (Loh et al, 1997; Chen et al, 1998; Jukkola et al, 2004), y a
los datos derivados del presente estudio, decidimos agrupar en una Primera Categoria los
pacientes en Estadios | y Il, con una proporcion de recidiva de 21,5% (14/65) y 5,9% (1/17),
respectivamente. Por su parte, la Segunda Categoria agrupd los Estadios Il y IV, para
compensar el hecho de que realmente son los de mayor porcentaje de recidiva (6/13: 46,2% y
1/2: 50,0%, respectivamente) en nuestros pacientes (Tabla R3.4.3).

De todos los sistemas analizados en este estudio para estratificacién del riesgo en cancer de
tiroides, los que mejor clasificaron a nuestros pacientes en cuanto a la probabilidad de recidiva
fueron el sistema AMES y el MACIS, con un riesgo relativo aproximadamente tres veces
superior de presentar recidiva en los pacientes clasificados como de alto riesgo (Tabla R3.4.4).
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Sin Recidiva Con Recidiva
N (—/+) N (%) N (%) RR valor p 1C g5
AMES 3,3 0,003 (1,7-6,4)
Bajo Riesgo 80 (67/13) 67 (89,3%) 13 (59,1%)
Alto Riesgo 17 (8/9) 8(10,7%) 9 (40,9%)
MACIS 3,0 0,004 (1,5-6,0)
Minimo-Bajo 79 (66/13) 66 (88,0%) 13 (59,1%)
Alto-Méaximo 18 (9/9) 9 (12,0%) 9 (40,9%)
AJCC 2,6 0,038 (1,3-5,2)
Il 82 (67/15) 67 (89,3%) 15 (68,2%)
H-Iv. 15 (8/7) 8 (10,7%) 7 (31,8%)
EORTC 2,2 0,045 (1,1-4,5)
1-2  74(61/13) 61 (81,3%) 13 (59,1%)
3-4-5 23 (14/9) 14 (18,7%) 9 (40,9%)
MSKCCD 2,5 0,067 (1,1-5,5)
Bajo-Medio 76 (63/13) 63 (88,7%) 12 (54,5%)
Alto 14 (8/6) 8(11,3%) 6 (31,6%)
AGES 2,1 0,064 (1,0-4,2)
1-2 69 (57/12) 57 (76,0%) 12 (54,5%)
3-4  28(18/10) 18 (24,0%) 10 (45,5%)

RR: Riesgo Relativo.

T1799A

Asociacidn de la presencia de la mutacion BRAF con recidiva de CPT

Como se ha descrito en apartados anteriores, la recidiva tumoral aparecid en el 22,7% de los
casos (22/97). La mutacién BRAF°?* se encontré presente en el tumor primario del 40,9%
(9/22) de los pacientes con recidiva. El 81,8% de los pacientes con recidiva (18/22) necesitd
mas de una dosis de !, y en el 31,8% (7/22) fue necesaria una segunda cirugia. Al final del
seguimiento, el 50% (11/22) de estos pacientes se encontraban enfermos. La Tabla R3.4.5
recoge el estado de la mutacién BRAF'"*** en los 22 pacientes con recidiva, en funcién de las
variables clinicas, histopatoldgicas y terapéuticas analizadas.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la duracidn del seguimiento
entre pacientes con CPT positivos para la presencia de la mutaciéon BRAF*** (mediana: 59,8
[27,3-93,8] meses) y negativos (mediana: 68,2 [29,5-94,5] meses) (Tabla R3.4.6).

La aparicion de recidiva tumoral no se encontrd asociada con la presencia de la mutacion
BRAF™?** en el tumor original. Interesantemente, la frecuencia de recidiva en pacientes
BRAF'7%*" negativos (13/52; 25,0%) fue mayor que en positivos (9/45; 20,0%), aunque esta
diferencia no fue estadisticamente significativa (Tabla R3.4.6). La estratificacién por variable
histolégica no generd ninguna diferencia significativa en cuanto a la distribucion de la
presencia de la mutacion BRAF™7°**en pacientes con/sin recidiva.

T1799% en el tumor primario de estos pacientes tampoco se

131 o de otras

La presencia de la mutacién BRAF
encontré asociada a la necesidad de nuevos tratamientos ablativos con
intervenciones quirurgicas debidas a la aparicién de metdastasis (Tabla R3.4.6).

La relacién entre la mutacion BRAF'Y*** y el estado del paciente al final del estudio se analizé

en 76 pacientes con mas de 27 meses de seguimiento, 11 de los cuales se encontraban
enfermos. La mutacidon BRAF'** se encontré presente en el tumor primario en el 54,5% de
los pacientes enfermos (6/11) (Tablas R3.4.5 y R3.4.6). Sin embargo, no se encontré una
asociacion estadisticamente significativa entre la presencia de la mutaciéon BRAF''°?* y |a
persistencia de enfermedad al final del seguimiento.
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BRAF
N (=/+) -(13) +(9)
Edad (afios) 22 (13/9) 44,0 [29,5-60,0] 62,0 [36,5-67,5]
Edad superior a 60 afios 22 (13/9) 2 (15,4%) 5 (55,6%)
Sexo masculino 22 (13/9) 3 (23,1%) 1(11,1%)
Tamanfo tumoral (cm) 17 (9/8) 1,5[0,5-3,3] 2,5 [3,1-4,4]
Tamaiio tumoral 2 1cm 17 (9/8) 6 (66,7%) 7 (87,5%)
Multifocalidad 15 (9/6) 5 (55,6%) 5 (83,3%)
Invasion extratiroidea 22 (13/9) 4 (30,8%) 3 (33,3%)
Metastasis en ganglios linfaticos 22 (13/9) 7 (53,8%) 7 (31,8%)
Metastasis a distancia 22 (13/9) 1(7,7%) 0 (0,0%)
Invasion Capsular 10 (6/4) 4 (66,7%) 3 (75,0%)
Invasion Vascular 8(5/3) 3 (60,0%) 2 (66,7%)
Necrosis Tumoral 11 (8/3) 2 (25,0%) 1(33,3%)
Actividad Mitética 10 (7/3) 1(14,3%) 0(0,0%)
AMES Alto Riesgo 22 (13/9) 5 (38,5%) 4 (44,4%)
MACIS Alto-Maximo 22 (13/9) 4 (30,8%) 5 (55,6%)
AICCII-IV 22 (13/9) 3(23,1%) 4 (44,4%)
EORTC 3-4-5 22 (13/9) 4 (30,8%) 5 (55,6%)
MSKCCD Riesgo Alto 19 (11/8) 3(27,3%) 3(37,5%)
AGES3-4  22(13/9) 4 (30,8%) 6 (66,7%)
Enfermo al final del seguimiento 22 (13/9) 5 (38,5%) 6 (66,7%)
Tiempo de seguimiento (meses) 22 (13/9) 67,7 [36,7-100,3] 58,8 [54,2-99,5]
Mas de un tratamiento de *'I 22 (13/9) 11 (84,6%) 7(77,8%)
Segunda cirugia 22 (13/9) 2 (15,4%) 5 (55,6%)
Dosis inicial *'1>100mCi 22 (13/9) 4 (30,8%) 4 (44,4%)
Dosis total *'I (mCi) 22 (13/9)
Hasta 100 mCi 2 (15,4%) 1(11,1%)
100-200 mCi 5 (38,5%) 4 (44,4%)
200-300 mCi 4 (30,8%) 4 (44,4%)
Mas de 300 mCi 2 (15,4%) 0 (0,0%)

Variables cuantitativas cuya distribucion es normal: media + DT.
Variables cuantitativas cuya distribucién no es normal: mediana [percentil 25-percentil 75].
Variables categéricas: niumero (% de BRAF+/-).

N (—/+) BRAF79A — BRAF7%A 4+ RR ICosy; p
Recidiva tumoral 97 (52/45) 13 (25,0%) 9 (20,0%) 0,8 (0,4-1,7) 0,631
Mas de un tratamiento de *'I 97 (52/45) 11 (21,2%) 7 (15,6%) 0,7 (0,3-1,7) 0,603
Necesidad de una 22 cirugia 97 (52/45) 2 (3,8%) 5(11,1%) 2,9 (0,6-14,2) 0,244
Enfermo al final seguimiento 76 (42/34) 5(11,9%) 6 (17,6%) 1,5 (0,5-4,4) 0,527
Tiempo seguimiento (meses) 97 (52/45) 68,2 [29,5-94,5] 59,8 [27,3-93,8] --- 0,385

Variables cuantitativas cuya distribuciéon es normal: media + DT.

Variables cuantitativas cuya distribucion no es normal: mediana [percentil 25-percentil 75].
Variables categéricas: nimero (% de BRAF+/-).

RR: Riesgo Relativo.

En resumen, no se observé asociacion estadisticamente significativa entre la presencia de la
mutacién BRAF'***y la recidiva (Tabla R3.4.6).
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3.4.2. Asociacion de la presencia de la mutacién BRAF con las variables relativas al

tratamiento con "'l en CPT

En el grupo seleccionado para el estudio de seguimiento, 13 pacientes no recibieron
tratamiento ablativo de restos quirdrgicos con "I, siguiendo las directrices de la Unidad de
Tiroides del HUVN (Pacini et al, 2007), de los que el 46% (6/13) presentaron la mutacion
BRAF™?** en el tumor primario (Tabla R3.4.7).

La dosis terapéutica con radioyodo en el rastreo anual fue necesaria para 18 pacientes, 7 de
los cuales presentaron la mutacién BRAF™*** en el tumor primario (38,9%), mientras que 11
pacientes resultaron negativos (61,1%). Asi, el porcentaje de pacientes positivos para la
mutacion BRAF™?** que necesité mas de una dosis de tratamiento con **| fue inferior al de
negativos (15,6% vs 21,2%), diferencia que no resultd estadisticamente significativa (Tabla

R3.4.7).

T1799A

BRAF
N (=/+) -(52) +(45) RR 1C o5 valor p
Ndmero de tratamientos con 'l 97 (52/45)
0 7(13,5%)  6(13,3%)
1 34(65,4%) 32 (71,1%)
2 9(17,3%) 4 (8,9%)
3 2(3,8%) 3 (6,7%)
Mas de un tratamiento de "I 97 (52/45)  11(21,2%) 7(15,6%) 0,7 (0,3-1,7) 0,603
Dosis inicial de **'I mayor a 100 mCi 84 (45/39)  8(17,8%) 10(25,6%) 1,4 (0,6-3,3) 0,432
Dosis total de **'1 (mCi) 84 (45/39)
Hasta 100 mCi 30(66,7%) 25 (64,1%)
100-200 mCi 9(20,0%) 10 (25,6%)
200-300 mCi 4(8,9%) 4(10,3%)
Mas de 300 mCi 2 (4,4%) 0 (0,0%)

Variables cuantitativas cuya distribucion es normal: media + DT.

Variables cuantitativas cuya distribucién no es normal: mediana [percentil 25-percentil 75].
Variables categéricas: nimero (% de BRAF+/-).

RR: Riesgo Relativo.

Tampoco se encontraron diferencias significativas en las dosis iniciales o totales de ™|

recibidas por los pacientes incluidos en el estudio, en funcion de la presencia de la mutacion
BRAF™7?** en el tumor primario (Tabla R3.4.7).

En los 22 pacientes del grupo de seguimiento que habian presentado recidiva se analizd el
resultado del Ultimo rastreo corporal total (RCT), en funcidon del estado de la mutacion
BRAF™?** en el tumor primario.

El RCT resulté positivo en 3 casos, de los cuales 1 paciente recibié una dosis de **!I. Los 2
pacientes restantes fueron sometidos a cirugia. La histopatologia tras la exéresis de la lesién
reveld una linfadenitis en uno de los casos y confirmd la metastasis en el otro, el Unico cuyo
tumor primario presentaba la mutacion BRAF™*** (Tabla R3.4.8).

Rastreo Corporal Total Tg/ECO/TAC PET BRAF

N N N - +

POSITIVO 3 2 1

NEGATIVO 11 8 2

NEGATIVO 19 NEGATIVO 4 2 2
POSITIVO 8

POSITIVO 4 1 3

13 9
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De los 19 pacientes con RCT negativo, 8 presentaron sospecha de recidiva por elevacion de
tiroglobulina (Tg) o en alguna de las pruebas de imagen (ECO/TAC). De estos 8 pacientes, PET e
histopatologia resultaron positivos en 3 casos; estos 3 pacientes presentaron ademas la
mutacién BRAF7*** en el tumor primario. En el 42 paciente con RCT negativo, Tg positiva y PET
positivo, la histopatologia tras la cirugia reveld linfadenitis, por lo que no se confirmé la
recidiva (Tabla R3.4.8). La distribucion de la mutacién BRAF™"*** entre pacientes con rastreo
positivo/negativo o entre pacientes con rastreo negativo y PET positivo/negativo no resulté
diferente estadisticamente.

Asi, en este grupo de pacientes, 5 presentaron una recidiva confirmada en el momento del
Gltimo RCT. De los 4 pacientes positivos para BRAF''***, 3 (75%) presentaron un RCT negativo
en el momento de la recidiva, aunque sin significacién estadistica (Tabla R3.4.9).

T1799A

BRAF
- + TOTAL
= 0 3 3
RCT
+ 1 1 2
TOTAL 1 4 5

En resumen, no se observaron asociaciones estadisticamente significativas entre la presencia
de la mutacion BRAF™7°** y los parametros relacionados con el tratamiento con “3!I
analizados en este estudio.
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FASE 1. ESTUDIO PRELIMINAR DE LA MUTACION BRAF™7°°* EN CARCINOMA DE
TIROIDES: ESPECIFICIDAD, REPRESENTATIVIDAD Y SENSIBILIDAD

1. Determinacion de la Prevalencia y Especificidad de la mutacion BRAF™7***

papilar. Para determinar la especificidad de la mutacion BRAF*** por el carcinoma
papilar de tiroides, se comparard la prevalencia de la mutacién BRAF'*** en tejido
procedente de la tiroidectomia de pacientes diagnosticados de carcinoma papilar de
tiroides, frente a pacientes con otras patologias tiroideas malignas (carcinoma folicular,
carcinoma medular, carcinoma anapldsico, sarcoma de tiroides) y benignas (bocio
multinodular, enfermedad de Graves, adenoma folicular).

en carcinoma

La mutacion BRAF''?** representa la alteracidn genética més frecuente implicada en la

patogénesis del carcinoma papilar de tiroides esporadico, con una prevalencia media del 44%,
que oscila segln estudios entre el 29-83% (Xing 2005%). En nuestro estudio preliminar, la
prevalencia obtenida para carcinoma papilar de tiroides fue del 46,4%.

Tras comparar el estado de la mutacién BRAF™Y** en tejido procedente de la tiroidectomia de

pacientes diagnosticados de carcinoma papilar de tiroides frente a pacientes con otras
patologias tiroideas malignas (carcinoma folicular, carcinoma medular, carcinoma anaplasico) y
benignas (bocio multinodular, enfermedad de Graves, adenoma folicular), asi como en tejido
tiroideo normal, hemos demostrado que la mutacién BRAF''7°** es especifica de carcinoma
papilar de tiroides.

En todos los casos, el resultado del estado de la mutacion BRAF™*** fue negativo en el tejido
tiroideo normal adyacente a las lesiones patoldgicas presentadas por los pacientes, asi como
en el tejido tumoral de los pacientes con carcinoma folicular (n=14), anapldsico (n=2) y
sarcoma de tiroides (n=1). Tampoco se encontré presente en el tejido tiroideo patoldgico en
los casos de pacientes con bocio multinodular (n=25), bocio difuso (n=13) o adenoma folicular
(n=2). Como se describe en el Apartado 1.3 de la Metodologia, estos 40 pacientes
corresponden a la patologia tiroidea benigna diagnosticada en el HUVN durante el afio 2005, y
fueron recogidos inicialmente a modo de pilotaje para el estudio de la presencia de la
mutacion BRAF?** en patologia benigna de tiroides.

El tamafio de muestra poblacional para el Grupo 1 podria haberse ampliado hasta un maximo
de 320 pacientes disponibles en el HUVN tal como se indicé en el Apartado Metodologia; sin
embargo, ya que no se encontrd ningln paciente positivo para la mutacién BRAF™%* en
patologias benignas de tiroides, el Grupo 1, quedé finalmente constituido por los 40 pacientes
seleccionados para el estudio piloto. La pertinencia de esta decision se ha visto corroborada a
lo largo del desarrollo del estudio, ya que no se detectd ningln caso positivo para la mutacion
BRAF™?** en los pacientes en estudio de nédulo tiroideo (cohorte 1) sometidos a cirugia y
diagnosticados con patologias benignas (61 bocio, 7 adenoma folicular, 1 quiste tirogloso),
analizados durante la Fase 2 de la investigacion (Tabla R2.2.4). Asumiendo que la mutacidn
BRAF™*** pudiera aparecer positiva en un maximo del 1,0% de los casos benignos, con la
muestra total de 109 pacientes (Fase 1, n=40 + Fase 2, n=69) se cometeria un error (precisidn)
de +1,9% (ICqosy) en la estimacién de la prevalencia de BRAF™** Como la prevalencia descrita
para la mutacion BRAF'**®* en patologia benigna, tanto en el presente trabajo como en lo
publicado hasta la actualidad, es cero, estariamos muy por debajo de ese error.

En resumen, la mutacién BRAF™?** sélo se encontré presente en el tejido procedente del foco

tumoral de los pacientes con carcinoma papilar de tiroides. Estos resultados concuerdan con
los de otros autores, que muestran la especificidad de la mutacién BRAF7*** para carcinoma
papilar de tiroides (Namba et al, 2003; Nikiforova et al, 2003°; Xu et al, 2003; Fugazzola et al,
2004; Hayashida et al, 2004; Puxeddu et al, 2004; Kim et al, 2005"; Xing, 2005°%; Zhu et al, 2005;
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Castro et al, 2006; Erickson et al, 2007). En la literatura, hay muy pocos estudios que describan
la presencia de esta mutacion en otras patologias tiroideas, diferentes del carcinoma papilar,
anaplasico o pobremente diferenciado. De hecho, en la actualidad existe un consenso general
en cuanto a su restriccion a carcinoma papilar de tiroides bien diferenciado y pobremente
diferenciado, o a carcinomas anaplasicos de tiroides originados de carcinomas papilares pre-
existentes (Ciampi & Nikiforov, 2005; Xing, 2005°).

Excepcionalmente se ha descrito la presencia de la mutacién BRAF™*** en patologia tiroidea

diferente a carcinoma papilar: en 1 caso de 73 pacientes con carcinoma folicular de tiroides,
(Kebebew et al, 2007) en una linea celular de carcinoma folicular de tiroides (Xu et al, 2003) y
en 1 caso de hiperplasia nodular atipica (Chung et al, 2006).

2. Representatividad del estado de la mutacion BRAF™7°** en muestras citoldgicas

Con el fin de determinar si el estado de la mutacion BRAF*”*** es detectable en el material
procedente de citologias de tiroides, y que este resultado es fiable y representativo del
estado de la mutacion BRAF™°** en la patologia del paciente, se caracterizard el estado de
la mutacién BRAF™7°* en tejido tiroideo extraido durante la cirugia y en la citologia previa

del mismo paciente.

Para comprobar la detectabilidad y fiabilidad de la mutacién BRAF™*"*** en las citologias previas

de los pacientes, fue posible seleccionar 60 de los 129 pacientes incluidos en esta Fase del
estudio, correspondientes a los que tenian disponible esta muestra. La mayor parte de los
pacientes seleccionados (51/60; 85%) se habia realizado la puncion citoldgica en los 12 meses
previos a la cirugia. Este porcentaje es incluso superior en los casos de neoplasias malignas
(34/36 casos de CPT: 94,4% y 8/9 neoplasias No CPT: 88,9%), lo que nos proporciona un
elevado grado de representatividad del espécimen citolégico elegido para el estudio, y
minimiza el error derivado de punciones realizadas en nédulos diferentes al que finalmente es
diagnosticado como patoldgico en pacientes con patologia multinodular.

No hubo discordancia del estado de la mutacién BRAF™'*** entre material citoldgico v tisular.

En los 60 pacientes de la Fase 1 se encontrd una correlacién del 100%, para el estado de la
mutacion BRAF™** entre el resultado obtenido en la puncién citoldgica y el tejido
tumoral/patoldgico del paciente tras la cirugia (Tabla R2.2.4). Igualmente ocurrid con los 108
pacientes procedentes de la Fase 2 (cohorte 1, pacientes en estudio de nddulo tiroideo)
sometidos a cirugia de tiroides. Por tanto, en nuestros pacientes, la mutacién BRAF'7*** puede
detectarse de forma fiable en el material procedente de las citologias de tiroides obtenidas
mediante PAAF, proporcionando un resultado representativo del estado de la misma en el
nddulo tiroideo puncionado. Asi, la técnica desarrollada en el presente estudio constituye un
método diagndstico valido para la determinacién del estado de la mutacion BRAF™7*** en el
nddulo tiroideo.

3. Precision diagndstica para detectar de carcinoma papilar de tiroides en muestras
citologicas
Para dilucidar si la incorporacion del andlisis de BRA en la citologia previa a la cirugia
incrementa la precision diagndstica de la citopatologia para detectar carcinoma papilar de
tiroides, se calculardn los pardmetros estadisticos (sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo, valor predictivo negativo y precision diagndstica) obtenidos al aplicar el
andlisis citopatoldgico y la determinacién de BRAF™”*** por separado, y se comparard con
los resultados obtenidos al aplicar ambas metodologias.

T1799A
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En esta serie quirdrgica (n=60 pacientes seleccionados con citologia previa), la sensibilidad
alcanzada con el diagndstico citopatoldgico es del 66,7%. La incorporacion de la determinacion
de BRAF™"** en la citologia incrementa la sensibilidad diagnéstica hasta el 83,3% (Tabla D1.1).
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TEST VP FP FN VN S E VPP VPN  PRECISION
FASE 1
CITOPATOLOGIA 24 8 12 16 667% 66,7% 750% 57,1% 63,3%
BRAF'7%%A 19 0 17 24 52,8% 100% 100% 58,5% 71,7%
CITOPATOLOGIA + BRAF™** 30 8 6 16 66,7% 79,0% 72,7% 76,7%
FASE 2
CITOPATOLOGIA 9 26 11 62 450% 70,5% 257% 84,9% 65,7%
BRAF'7%%A 8 0 12 88 40,0% 100% 100% 88,0% 88,9%
CITOPATOLOGIA +BRAF™** 12 26 8 62 70,5% 31,6% 88,6% 68,5%

La composicién de nuestra serie quirudrgica incluye 15 pacientes con patologia benigna (13
bocios multinodulares, 2 adenomas foliculares) del afio 2005, frente a 45 neoplasias malignas
del periodo 1998-2005 (relacion patologia benigna: maligna, 1:3). El total de pacientes con
patologia tiroidea benigna registrada en el HUVN durante el periodo 1998-2005, y susceptibles
de someterse a PAAF (por tanto no incluye bocio difuso n=37), fue de 283 pacientes con
patologia benigna: 275 bocios multinodulares, 8 adenomas foliculares versus 95 pacientes con
neoplasias malignas (relacion 3:1).

El inconveniente de la decision de no aumentar el tamafio del Grupo 1 de pacientes con
patologia benigna (por no haber hallado casos positivos para la mutacién BRAF™***), es que la
serie quirdrgica resulté enriquecida en casos de neoplasia maligna, principalmente CPT,
quedando subestimados los falsos positivos (FP) y los verdaderos negativos (VN) de la
citopatologia. Como consecuencia, algunos de los pardmetros estadisticos calculados quedan
alterados por estas diferencias, como especificidad, valor predictivo positivo y negativo. Sin
embargo, no se afectan los verdaderos positivos (VP) y los falsos negativos (FN), por lo que la
sensibilidad diagndstica no resulta comprometida.

En la Fase 2 de la investigacion, los valores epidemioldgicos si conservan las proporciones
equivalentes a la poblacidn, ya que se consideraron todos los pacientes de nddulo tiroideo que
posteriormente fueron sometidos a cirugia de tiroides durante el periodo de estudio.

La precision diagndstica (63,3% vs 65,7%) y la especificidad (66,7% vs 70,5%) halladas para el
diagndstico citopatoldgico en la serie quirlurgica son similares a las de la serie en estudio de
nddulo tiroideo (Tabla D1.1). Sin embargo, los valores de VPP (75,0% vs 25,7%) y VPN (57,1%
vs 72,7%) si resultan alterados, quedando sobreestimado el VPP e infraestimado el VPN, por lo
que estos parametros estadisticos en la serie quirldrgica no son extrapolables a la poblacidon
sometida a cirugia de tiroides en el HUVN durante el periodo 1998-2005. Este hecho no afecta
de modo relevante a los resultados de nuestro estudio, cuyo objetivo principal es la deteccidn
de falsos negativos de la citopatologia, y por tanto el aumento en la sensibilidad diagndstica de
la PAAF mediante la inclusion del andlisis de la mutaciéon BRAF™°**. Por tanto, queda
firmemente demostrado que la sensibilidad diagndstica de la citopatologia se incrementa en
un 16,6% con la incorporacién de la determinacidon de BRAF™7*** a la rutina diagndstica, lo que
hubiera corregido el 41,7% (5/12) de los FN en la serie quirlrgica, y el 27,3% (3/11) de los FN
en la serie de nddulo tiroideo, aumentando la sensibilidad en un 15%, lo que representa el
hallazgo mdas relevante que se desprende de los resultados obtenidos, y que responde al
Objetivo principal (Tabla D1.1).
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FASE 2. DETECCION PREOPERATORIA DE CARCINOMA PAPILAR DE TIROIDES
MEDIANTE DETERMINACION DE LA MUTACION BRAFT1799A EN CITOLOGIAS DE
TIROIDES OBTENIDAS MEDIANTE PAAF

Actualmente, la incidencia de cancer de tiroides se encuentra en rdpido aumento en el mundo,
incluida Espafia (Bernal et al, 2006; Horner et al, 2009; Jemal et al, 2009), debido en parte al
incremento de “incidentalomas” de tiroides detectados al aplicar modalidades de imagen de
alta tecnologia como ultrasonidos, PET, TAC y RMN (Kang et al, 2003; Chen et al, 2005).
Aproximadamente el 80% de los canceres tiroideos diagnosticados en la actualidad
corresponden a carcinoma papilar de tiroides (Hundahl et al, 1998).

La mejor herramienta para el diagndstico precoz de lesiones tiroideas es el examen citoldgico
mediante puncion y aspiracién con aguja fina (PAAF). Cuando el riesgo de malignidad de un
nddulo tiroideo es elevado, habitualmente se recomienda al paciente la realizacién de una
PAAF, que puede realizarse guiada ecograficamente o mediante palpacion.

La interpretaciéon de la PAAF de tiroides por un citopatdlogo experto es la técnica gold
standard para la deteccion de malignidad en nddulos tiroideos. Aunque la precisidon
diagndstica de la citologia mediante PAAF, interpretada como maligna o benigna es elevada
incluso en manos expertas, aproximadamente el 10-30% de los nddulos tiroideos sometidos a
PAAF son diagnosticados como “indeterminados o proliferacién folicular” (Caruso &
Mazzaferri, 1991; Gharib & Goellner, 1993; Gharib et al, 1993; Gharib, 2004; Baloch et al,
2001; Yeh et al, 2004), y aproximadamente el 20-40% de ellos finalmente resultan malignos
tras la cirugia (Caruso & Mazzaferri, 1991), lo que supone un dilema diagndstico para los
pacientes y los médicos (Busseniers & Oertel, 1993; Cép et al, 1999; Haugen et al, 2002; Oertel,
2002; Oertel et al, 2002; Hegedds, 2004).

Nuestro trabajo refleja frecuencias similares, ya que el 7,3% de los pacientes en estudio de
nddulo tiroideo se diagnosticaron como “indeterminados” (Figura R2.2.1), y de los 32 casos
gue se sometieron a cirugia, 10 se confirmaron histopatoldgicamente como neoplasias
malignas (10/32; 31,3%) (Tabla R2.2.4), correspondiendo 6 de los casos a CPT (6/32; 18,8%)
(Tabla R2.2.6).

La categoria no diagndstica puede suponer hasta un 10-21% de los casos (Miller et al, 1985;
Caruso & Mazzaferri, 1991; Gharib & Goellner, 1993; Hamburger, 1994), con un promedio de
malignidad de 2-9% (McHenry et al, 1993; MacDonald & Yazdi, 1996; Schmidt et al, 1997)
porcentaje que se incrementa al 37% cuando se considera sdlo casos sometidos a cirugia
(Chow et al, 2001), tal como se disefid en el protocolo de la Fase 2 del presente trabajo. En
nuestro caso, el 22,2% (101/454; Figura R2.2.1) de las citologias fueron diagnosticadas como
no valorables, mientras que el porcentaje de CPT hallado en esta categoria fue del 18,2%
(2/11; Tabla R2.2.6).

En la categoria benigna, que en nuestro estudio correspondio al 69,4% de los casos (315/454;
Figura R2.2.1), se encontré un 18,3% (11/60; Tabla R2.2.4) de casos con neoplasia maligna.

El porcentaje de malignidad en las dos categorias sin indicacidn quirurgica, considerando todas
las neoplasias malignas, fue de 19,7%, con 14 de 71 casos de la cohorte 1 diagnosticados como
falsos negativos por la citopalogia (Tabla R2.2.4). Los resultados citoldgicos falsos negativos
pueden retrasar el tratamiento y afectar de forma adversa al desenlace del paciente (Yeh et al,
2004). La 22 revisién de la citologia podria ser una solucién; sin embargo, diversos
investigadores han encontrado diagndsticos discordantes tras la 22 revisidon de la muestra
citoldgica de PAAF tiroidea, en especial en la categoria indeterminada, lo cual puede influir
negativamente en el manejo de pacientes con neoplasias tiroideas (Baloch et al, 2001; Tan et
al, 2007).
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Ya que los clinicos se han hecho dependientes de la PAAF, la interpretacion de los resultados
debe ser lo mas precisa posible. La utilidad diagndstica de la PAAF, como la de cualquier test
diagnéstico, sélo puede calcularse de forma precisa si se lleva a cabo en todos los pacientes el
procedimiento gold standard, que en este caso es la cirugia. En la actualidad, sélo los pacientes
que presentan resultados positivos en la PAAF son sometidos a tiroidectomia total o parcial
(Thyroid Carcinoma Task Force, 2001; AACE/AME Task Force on Thyroid Nodules, 2006; Cooper
et al, 2009). En las publicaciones mas citadas relativas a las caracteristicas diagndsticas de la
PAAF, menos del 30% de los pacientes son sometidos a cirugia. Esto se debe a que la cirugia se
encuentra asociada a un riesgo significativo de complicaciones, y generalmente se considera
que existe una baja probabilidad de que realmente se presente malignidad. El subgrupo de
pacientes con PAAF negativa que elige someterse a cirugia debido a sintomas persistentes,
como hipertiroidismo o problemas respiratorios, podria no ser representativo de todos los
pacientes con resultado negativo en la citologia de tiroides.

Al incluir sélo un subgrupo de pacientes con citologias negativas, puede incrementarse
artificialmente la sensibilidad, y disminuir la especificidad de la PAAF para detectar malignidad,
debido a la reduccidn de los valores reales (valores Cy D en la Tabla D2.1).

HISTOPATOLOGIA

(GOLD STANDARD)
PAAF Positiva Negativa
Positiva A B
Negativa C D

Sensibilidad=A / (A + C)
Especificidad =D / (B + D)

Se han realizado numerosos estudios para determinar la precision de la PAAF (Gardiner et al,
1986; Altavilla et al, 1990; Caraway et al, 1993; Gharib & Goellner, 1993; Gharib et al, 1993;
Hamburger, 1994; Burch et al, 1996; Baloch et al, 1998; Amrikachi et al, 2001; Arda et al, 2001;
Blansfield et al, 2002; Yeh et al, 2004; Mahar et al, 2006; Tee et al, 2007; Peng & Wang, 2008;
Polyzos et al, 2008). Sin embargo, en ninguno de ellos todos los pacientes son sometidos a
cirugia (gold standard) independientemente del resultado en la PAAF (test). Si la sensibilidad
de la PAAF se encuentra sobreestimada, significa que una determinada proporcién de
pacientes con neoplasias malignas de tiroides pueden haber escapado a la cirugia, retrasando
de esta manera el diagnéstico, y resultando posiblemente en peor prondstico.

En 2007, Tee y colaboradores realizaron una revisidon sistematica de la literatura para
determinar los pardmetros diagndsticos de la PAAF en adultos con nddulos tiroideos. En este
estudio, determinaron que la sensibilidad de la PAAF depende en gran medida del riesgo de
malignidad en los pacientes con resultado negativo en la PAAF que son sometidos a cirugia.
Asumiendo que los pacientes que no son intervenidos quirdrgicamente presentan el mismo
riesgo de malignidad, la sensibilidad podria descender desde un 90% (ICgsy: 88-92%) hasta un
66% (ICgse: 65-68%), de manera que con la PAAF se estaria perdiendo una tercera parte de los
pacientes que presentan neoplasia tiroidea maligna (Tee et al, 2007).

En otro estudio de Kuru y colaboradores, 638 pacientes con nédulo tiroideo fueron sometidos
a PAAF, y de los 486 pacientes con diagndstico benigno, 417 (86%) fueron intervenidos
quirurgicamente, revelando una proporcién de falsos negativos del 2% en pacientes con PAAF
benigna, y una sensibilidad de la PAAF del 90% (Kuru, 2008). En nuestro caso, el porcentaje de
falsos negativos en las categorias no quirdrgicas de la PAAF (“no valorable” y “negativo
malignidad”) es bastante superior, ya que supera el 15% de los pacientes sometidos a cirugia
en estas categorias (11/71; 15,5%) (Tabla R2.2.6). En la serie de Kuru, la mayor parte de los
pacientes sometidos a cirugia son los que presentan un mayor tamafio del nddulo u otras
caracteristicas clinicas o ecograficas de malignidad, por lo que estos pacientes tampoco serian
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representativos de todos los pacientes sujetos a estudio de nddulo tiroideo. El tamafio del
nddulo es un factor de riesgo para malignidad (Schlinkert et al, 1997; Tuttle et al, 1998), lo que
puede contribuir a la elevada sensibilidad detectada. Ademas, la sensibilidad de la PAAF
también podria ser menor en nédulos mas pequefios.

Por estas razones, en nuestro estudio, con objeto de no infravalorar los posibles falsos
negativos, ni sobrevalorar los verdaderos negativos de cualquiera de los procedimientos
analizados para detectar carcinoma papilar de tiroides (CPT), los valores epidemioldgicos de
Sensibilidad (S), Especificidad (E), Valor Predictivo Negativo (VPN), Valor Predictivo Positivo
(VPP) y Precisiéon Diagndstica se han calculado teniendo en cuenta sdlo los 108 pacientes
sometidos a cirugia de tiroides, y de los que, por tanto, se dispone de confirmacidn
histopatoldgica de su enfermedad, en lugar de considerar los 454 nddulos puncionados. Como
nuestra muestra no se seleccioné de forma aleatoria, sino que se constituyd con toda la
poblacién de estudio, al recoger todos los pacientes en estudio de nddulo tiroideo del HUVN
durante el periodo 2006-2007, nuestro trabajo se encuentra exento de error aleatorio a la
hora de seleccionar, tanto los pacientes para analisis de BRAF™**** en la citologia, como los del
grupo de pacientes sometidos a cirugia para el calculo de los parametros epidemiolégicos.

La estimacion de la Sy la E en el diagndstico de CPT mediante citopatologia depende ademas
de cdmo se maneje la categoria diagndstica indeterminada (“proliferacidn folicular”). Si esta
categoria se considera positiva, aumenta S y disminuye E. Por el contrario, si los resultados
“indeterminados” se consideran negativos, S disminuye y E aumenta. En nuestro caso,
consideramos esta categoria como positiva porque nuestros pacientes diagnosticados como
indeterminados son derivados a cirugia, para obtener un diagndstico definitivo.

Asi, la sensibilidad para detectar CPT mediante el analisis citopatolégico de la PAAF obtenida
en nuestra serie resultd ser del 45%, ya que detecté 9 pacientes de CPT de un total de 20
(Tabla R2.3.2), fracasando en la deteccion de los 11 casos restantes (FN). La baja sensibilidad
obtenida en nuestro estudio (45%), comparada con los valores descritos en la literatura, en
torno al 90% (Gardiner et al, 1986; Altavilla et al, 1990; Caraway et al, 1993; Gharib & Goellner,
1993; Gharib et al, 1993; Hamburger, 1994; Burch et al, 1996; Baloch et al, 1998; Amrikachi et
al, 2001; Arda et al, 2001; Blansfield et al, 2002; Yeh et al, 2004; Chung et al, 2006; Mahar et
al, 2006; Tee et al, 2007; Can & Peker, 2008; Peng & Wang, 2008; Polyzos et al, 2008), procede
presumiblemente de que 71 de los 400 pacientes de la cohorte 1 (17,8%; Tabla R2.2.6) se
sometieron finalmente a cirugia de tiroides por motivos clinicos (glandula tiroides con
sintomas compresivos o infiltrativos, dolor, crecimiento rdpido del nddulo tiroideo o
independiente de terapia supresora), y no por la indicacién citopatoldgica de la PAAF,
hallandose 11 casos de CPT en estos pacientes (FN), que representan el 55% de los casos de
CPT (11/20). En otros estudios, muy pocos pacientes con diagndstico citopatoldgico de
ausencia de malignidad/no valorable son sometidos a cirugia, y por tanto, no puede saberse
con certeza el nimero total de FN. Las revisiones publicadas mds extensas son la de 54415
casos de Tee y colaboradores (2007) y la de 6226 casos de Amrikachi y colaboradores (2001).
En la primera, el porcentaje de pacientes sometidos a cirugia en las categorias no diagndsticas
es del 11,6%, y en la segunda es del 1,9%. Considerando ambos estudios, el porcentaje
combinado es del 10,6%, mientras que nosotros tenemos un seguimiento quirdrgico en estas
categorias no diagndsticas de casi el doble de pacientes (17,8%).

Ademas, en nuestro estudio referimos los valores de S, E, etc. solamente a CPT, excluyendo
otras neoplasias malignas, mientras que en la literatura se suele considerar la sensibilidad de la
PAAF referida al conjunto total de neoplasias tiroideas malignas. En nuestro estudio, si
consideramos la S de la PAAF para detectar el total de neoplasias malignas, seria del 51,7%
(15/29; Tabla R2.2.4).
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La citologia mediante PAAF no discrimina nddulos tiroideos benignos de malignos hasta en el
30% de los casos (Caruso & Mazzaferri, 1991; Gharib & Goellner, 1993; Gharib et al, 1993;
Gharib, 2004; Baloch et al, 2001; Yeh et al, 2004), y pueden aparecer tanto falsos negativos
como resultados citoldgicos discordantes. Por tanto, seria de gran utilidad disponer de nuevos
marcadores diagndsticos que incrementen la precisién preoperatoria, que distingan neoplasias
tiroideas benignas de malignas, mejorando el desenlace del paciente y reduciendo el coste del
cuidado dptimo proporcionado a los pacientes con nddulos tiroideos.

Se han propuesto varios genes como marcadores diagndsticos preoperatorios en PAAF, tanto
moleculares (braf, ras, ret/ptc, pax8/ppary) como inmunohistoquimicos (galectinas, p27(KIP1),
DAP4, tiroperoxidasa). Desafortunadamente, los datos procedentes de varios estudios
muestran la limitacion de estos marcadores, debido a la falta de especificidad, sensibilidad o
ambas (Henry et al, 1994; Gonzalez-Cdmpora et al, 1998; Troncone et al, 2000; Giannini et al,
2003; Salvatore et al, 2004; Sapio et al, 2007a'b; Bartolazzi et al, 2008; Shibru et al, 2008;
Nikiforov et al, 2009).

La mutacién BRAF'°** es |a alteracion genética mas frecuente en cancer de tiroides. Aparece

en el 36-65% de los carcinomas papilares de tiroides en paises occidentales (Davies et al,
2002% Cohen et al, 2003b; Fukushima et al, 2003; Kimura et al, 2003; Namba et al, 2003;
Nikiforova et al, 2003% Soares et al, 2003; Xu et al, 2003; Hayashida et al, 2004; Kroll, 2004;
Salvatore et al, 2004; Trovisco et al, 2004; Xing et al, 2004b; Giordano et al, 2005; Xing, 2005%;
Xing et al, 2005). Su elevada frecuencia, combinada con la especificidad por el carcinoma
papilar de tiroides, hace de la mutacién BRAF'**** un atractivo marcador molecular para el
diagndstico del carcinoma papilar de tiroides. Ademas, la especificidad (un solo coddn) y la
naturaleza de la mutacion (un cambio Unico de nucledtido) permiten su facil deteccidén desde
un punto de vista técnico. Ademads, las mutaciones en braf pueden ser detectadas en ADN
gendmico procedente de citologias tiroideas (Cohen et al, 2003"; Salvatore et al, 2004; Jin et
al, 2006; Rowe et al, 2006; Sapio et al, 2007a’b).

Tal como se muestra en nuestro estudio, existe una correlacién del 100% entre el resultado del
estado de BRAF'°** en la citologia de tiroides preoperatoria y en la pieza histoldgica
procedente de la tiroidectomia (Tablas R1.5.1 y R2.2.4). Asi, la mutacién BRAF'"*** puede
detectarse de forma fiable en el material procedente de las citologias de tiroides obtenidas
mediante PAAF, proporcionando un resultado representativo del estado de la misma en el
nddulo tiroideo puncionado. Constituye por consiguiente un método diagndstico vélido para la
determinacidn del estado de la mutacién en el ndédulo tiroideo. Esta fiabilidad y
representatividad, junto con la especificidad de BRAF™"*** por carcinoma papilar/anaplasico,
nos permite detectarla en citologias tiroideas obtenidas mediante PAAF con una especificidad
del 100%, y un valor predictivo positivo para malignidad del 100%, tal como hemos
demostrado en el grupo de pacientes en estudio de nédulo tiroideo (Tabla R2.3.1).

Una vez corroborado en la Fase 1 del estudio que la presencia de la mutacién BRAF™*?* era

especifica de CPT, y detectable de manera fiable en citologias tiroideas obtenidas mediante
PAAF, asi como que su frecuencia en nuestra poblacion de pacientes era suficientemente alta
(46,4%; Tabla R1.3.1) como para suponer un aumento en la sensibilidad de la deteccién de CPT
en citologias, en esta Fase 2 se procedidé a determinar, de forma prospectiva, el estado de la
mutacion BRAF™7?** en citologias tiroideas en la cohorte en estudio de nédulo tiroideo durante
el periodo 2006-2007, para comprobar si este analisis era capaz de detectar CPT de forma
preoperatoria.

La prevalencia de la mutacién BRAF7*** en nuestra poblacién de estudio de nédulo tiroideo

durante 2006-2007 es del 40% (8/20; Tabla R2.2.7), similar a la publicada por otros grupos de
investigacion en paises occidentales (Davies et al, 2002°; Cohen et al, 2003 Kimura et al,
2003; Hayashida et al, 2004; Kroll, 2004; Salvatore et al, 2004; Xing et al, 2004": Giordano et al,
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2005; Xing, 2005%; Xing et al, 2005).De nuestros resultados se desprende que esta frecuencia
es suficiente para que la inclusidn de la determinacién del estado de la mutacién BRAF7*** de
forma rutinaria en las citologias tiroideas aumente desde un 45% hasta un 60% la sensibilidad
de la técnica citopatoldgica para la deteccion de CPT (Tabla R2.3.4). En paises orientales,
donde la mutacion BRAF™7*** presenta una frecuencia muy elevada (52-87%) en CPT (Kim et al,
2004; Kim et al, 2005°9), el valor diagndstico de este analisis molecular se ve intensificado, ya
gue aumenta mucho mas la sensibilidad de la citopatologia tiroidea (Kim et al/, 2010). Asi, en
un area geografica como Corea, especialmente prevalente para la mutacién BRAF7°** (83%),
su determinacion en citologias de tiroides alcanza una elevada precisién diagndstica en
nédulos indeterminados sélo con el analisis de BRAF™*"?** (19/25; 76%), con una sensibilidad y
especificidad también muy altas (S: 78,6-83%; E: 80-96%), consiguiendo hasta un 22% del
aumento de la sensibilidad (Chung et al, 2006; Kim et al, 2010).

En nuestro estudio, demostramos que la determinacion de la mutacién BRAF*"*** en citologias

de tiroides, por si sola, puede detectar casos de CPT en un 1,8% de las punciones de los
pacientes que se encuentran en estudio de nddulo tiroideo. Ademas, es capaz de cambiar la
estrategia diagndstica y terapéutica en un 0,7% de los casos (3/416; Tablas R2.2.2 y R2.2.3). El
hallazgo de casos positivos para la mutacion BRAF'*** en citologias diagnosticadas como
exentas de malignidad, que tras el analisis histopatoldgico se confirman como casos de
carcinoma papilar implica que, en la actualidad, al menos un 0,7% de los pacientes que no
presentan citologias con indicacion quirurgica (no valorable/negativo malignidad), y que son
remitidos a seguimiento, en realidad presentan un carcinoma papilar de tiroides, que es
facilmente detectable mediante la determinacién de la mutacién BRAF™*** en sus citologias
de tiroides, y que pueden ser “recuperados” con esta técnica. Estos pacientes no detectados
por el diagndstico citopatolégico serian los sujetos directamente beneficiados por la
implantacion de la técnica en la rutina diagndstica del nddulo tiroideo. Este porcentaje,
aparentemente pequeiio, supone realmente el 27,3% de los falsos negativos a los que da lugar
el diagndstico citopatoldgico de la PAAF (3/11) (Tabla R2.2.7). Para algunos autores, el
pequefio porcentaje detectado dentro del grupo de pacientes diagnosticados como “negativo
malignidad” seria insuficiente para justificar el anlisis rutinario de la mutacién BRAF™""*** para
el diagndstico de CPT en PAAF, y consideran mds razonable reservar el analisis para mejorar el
rendimiento diagndstico en pacientes con citologia “indeterminada o no valorable” (Tang &
Lee, 2010). Sin embargo, con nuestro trabajo demostramos que el cribado de todas las
categorias diagndsticas de la citologia rinde el mayor beneficio en las no quirdrgicas,
especialmente “negativo malignidad”, donde se detectaron 2 de los 3 falsos negativos. Otro
argumento a favor de que la sensibilidad del andlisis de la mutacién BRAF™'*** para el
diagndstico de CPT es limitada es que las muestras inadecuadas para el diagndstico citoldgico
podrian llevar a una insuficiente recuperaciéon del ADN del tumor en las preparaciones de
acidos nucleicos, lo que podria conducir a resultados falsos negativos (Tang & Lee, 2010). Sin
embargo, en nuestro estudio demostramos que se puede detectar la mutacién incluso en
muestras no valorables, como es el caso de los falsos negativos detectados en la Fase 2 (Tabla
R2.2.2) y en la serie quirurgica de la Fase 1 (Tabla R1.5.1). En resumen, la incorporacién de la
determinacién de BRAF7*** al andlisis histopatoldgico en todas las citologias de tiroides
reduciria en aproximadamente un 30% los falsos negativos que se producen en la actualidad.

Debido al elevado valor predictivo positivo de la mutacién BRAF™*** (100%), lo que implica

una muy baja posibilidad de falsos positivos para detectar CPT, como muestra nuestro estudio
(Fase 1), y los de otros autores (Cohen et al, 2004; Hayashida et al, 2004; Salvatore et al, 2004;
Chung et al, 2006; Jin et al, 2006; Rowe et al, 2006; Salvatore et al, 2006; Sapio et al, 2007,
Marchetti et al, 2009; Nikiforov et al, 2009; Zatelli et al, 2009), los 3 pacientes que presentaron
citologias sin indicacién quirurgica (1 “no valorable” y 2 “negativo malignidad”, Tablas R2.2.2 y
R2.2.4), pero resultaron positivos para la mutacién BRAF""*** en la citologia de tiroides, de
forma preoperatoria, fueron recomendados para ser intervenidos quirdrgicamente,
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confirmandose el carcinoma papilar en los 3 casos. Por tanto, el diagndstico molecular
preoperatorio para detectar la mutacién BRAF°** puede, ademéas de establecer el
diagndstico, ayudar a tomar decisiones terapéuticas tempranas relativas a la extensidon de la
cirugia, como un indicador de la necesidad de tiroidectomia total en lugar de lobectomia. En
nuestro caso, al realizar la determinacién de la mutacién BRAF'"*** de forma preoperatoria
sobre el material de la citologia obtenida por el endocrindlogo en la rutina diagnostica,
conseguimos que los resultados positivos originen un cambio en el diagnédstico del paciente, y
un beneficio en su tratamiento. En otros estudios, la mutacion BRAF'**** se determina en el
ADN de una citologia obtenida por el cirujano en la sala de operaciones, tras la reseccién de la
glandula tiroidea (Chung et al, 2006) o de forma retrospectiva en citologias de archivo (Cohen
et al, 2004; Salvatore et al, 2004; Chung et al, 2006; Jin et al, 2006; Nikiforov et al, 2006; Rowe
et al, 2006; Sapio et al, 2007 *°; Marchetti et al, 2009). Ademds, nosotros hemos demostrado
de esta manera que una citologia obtenida de forma rutinaria contiene suficiente material
genético para que pueda determinarse la mutacién BRAF™*** de forma fiable y representativa
del estado de la misma en el nddulo tiroideo del que proviene, sin necesidad de realizar ningin
otro tipo de puncién adicional, con lo que la determinacién de la mutacién BRAF™**** podria
suplementar el diagndstico citopatoldgico de la PAAF sin variar la rutina operativa que va
desde la toma de la muestra citoldgica hasta el diagndstico de la misma, que actualmente se
viene desarrollando en cualquier hospital.

En lo que se refiere a carcinoma papilar de tiroides, la relevancia diagndstica de la mutacion
BRAF™®** en la rutina diagndstica de las lesiones tiroideas es notable. Segln nuestros
resultados, la determinaciéon de BRAF™®* en citologias de tiroides es capaz de confirmar
preoperatoriamente el diagndstico de CPT en casos de “sospecha” citopatoldgica de CPT (que
en nuestra cohorte 1 resulté ser 100%, Tablas R2.2.2 y R2.2.3). Ademas, es capaz de precisar el
diagndstico citopatoldgico, en al menos el 6% de los casos (2/32) de nddulos tiroideos
“indeterminados”, en los que la citopatologia es incapaz de distinguir entre neoplasia benigna
o maligna (Tablas R2.2.2 y R2.2.3), lo que constituye la confirmacién preoperatoria del 33,3%
de los casos de CPT diagnosticados en la categoria citoldgica indeterminada (Tabla R2.2.7). La
frecuencia de la mutacién BRAF™*** en noédulos tiroideos con diagndstico citoldgico
indeterminado no estd bien definida. Algunos estudios realizados en series pequefias han
revelado proporciones que varian de 1,7-16% (Cohen et al, 2004; Hayashida et al, 2004;
Salvatore et al, 2004; Xing et al, 2004b; Chung et al, 2006; Rowe et al, 2006; Pizzolanti et al,
2007; Sapio et al, 2007"; Nikiforov et al, 2009; Zatelli et al, 2009). Nosotros hemos demostrado
en este estudio que la proporcidn de CPT en la categoria citoldgica indeterminada que se
confirma por la presencia de la mutacién BRAF'"*** es superior al 30%.

En total, la determinacion de BRAF™™*** en citologias de tiroides puede identificar de forma

preoperatoria y correctamente el 40,0% de los casos de CPT hallados en la cohorte en estudio
del ndédulo tiroideo, que es el nimero total de casos de CPT positivos para la mutacion
BRAF®** en este grupo, y por tanto, el maximo que esta técnica puede detectar (Tabla
R2.2.7).

Por consiguiente, el establecimiento de la deteccién de la mutacién BRAF™*®* como

herramienta complementaria en la determinaciéon de malignidad en la rutina diagndstica del
nddulo tiroideo perfecciona el diagndstico preoperatorio de los nédulos tiroideos, no sélo en
los casos de diagndstico citopatoldgico indeterminado, sino también en los casos en los que la
cantidad de células es insuficiente para la evaluacion histopatoldgica, y en casos
diagnosticados erroneamente como negativos para malignidad. El impacto clinico que puede
tener la deteccidn de estos falsos negativos de la citopatologia puede ser bastante importante.
Los sujetos cuyos tumores no son detectados mediante la citologia previa sufren un retraso en
el tratamiento, pueden presentar mayores proporciones de invasién capsular y vascular, y
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tienen una mayor probabilidad de persistencia de la enfermedad durante el seguimiento (Yeh
et al, 2004).

Es importante destacar que, en nuestro estudio, no hubo ningun caso de falsos positivos de la
deteccién de la mutacion BRAF™?* en la citologia. Todos los casos positivos para la mutacion
BRAF™?* en la citologia resultaron ser, tras la cirugia, casos de CPT positivos para BRAF'*7?%*
independientemente de su diagndstico citoldgico. En ningun caso, la mutacién BRAF™7°** fue
positiva en patologias benignas como bocio o adenoma folicular, ni en tejido benigno
circundante a la lesién.

Evidentemente, la sensibilidad del anélisis de la mutacion BRAF™*** para diagnosticar

malignidad es limitada. Los resultados negativos que ocurren en *50% de los pacientes con
CPT no pueden excluir la presencia de malignidad. Es decir, aproximadamente la mitad de
todos los CPT no presentan la mutacién, debido a que la frecuencia de la mutacién BRAF™7%%,
tanto en nuestro grupo como en otros estudios (Davies et al, 2002°; Cohen et al, 2003 Kimura
et al, 2003; Hayashida et al, 2004; Kroll, 2004; Salvatore et al, 2004; Xing et al, 2004°: Giordano
et al, 2005; Xing, 2005%; Xing et al, 2005) no supera el 50% de los pacientes con CPT en paises
occidentales. La proporcién es mucho mayor en tumores con citologia indeterminada, que
segln algunos autores (Tang & Lee, 2010), son casos que habitualmente incluyen carcinomas
foliculares de tiroides, no asociados a mutaciones oncogénicas en BRAF™7%A o variantes
foliculares del CPT, en los que la frecuencia de la mutacién BRAF™"*** es menor (aunque esto
ultimo no afectaria en nuestro grupo de estudio, en el que la frecuencia de la mutacion
BRAF™*** es similar en CPT-clasico y CPT-VF; Tabla R3.2.1). Por otro lado, al igual que ocurre
con el andlisis citopatolégico convencional, la determinacién de la mutacién BRAF™*** en
citologias de tiroides obtenidas mediante PAAF puede fallar en el caso de que el contenido de
células tumorales del aspirado sea inadecuado (Cohen et al, 2004; Rowe et al, 2006; Puxeddu
et al, 2008). De cualquier forma, es indudable que un resultado negativo del estado de la
mutacién BRAF™*** nunca puede excluir la malignidad del nédulo tiroideo.

Otros marcadores genéticos

Con objeto de mejorar la precisién de la biopsia de tiroides mediante PAAF, recientemente se
han publicado varios estudios que evaltan la utilidad clinica del analisis de las alteraciones
genéticas mas frecuentes encontradas en cancer de tiroides de origen folicular (Tabla D2.2).
Esta cuestidon es importante, porque como se ha comentado anteriormente, hasta el 30% de
las citologias tiroideas de PAAF resultan ser indeterminadas, sospechosas o no diagndsticas.
Varios investigadores han sugerido que el andlisis molecular de mutaciones en los oncogenes y
genes supresores de tumores mas frecuentes mejora la precisién diagndstica de la biopsia de
tiroides mediante PAAF y del analisis citopatoldgico (Cohen et al, 2004; Salvatore et al, 2004;
Chung et al, 2006; Jin et al, 2006; Nikiforov et al, 2006;Rowe et al, 2006; Sapio et al, 2007%";
Marchetti et al, 2009; Nikiforov et al, 2009; Zatelli et al, 2009).

La mutacién BRAF™*** ha sido la alteracién genética estudiada mas extensamente, debido a
que es la mas frecuente en CPT, el cual representa la mayoria de los cdnceres de tiroides (Tabla
D2.2). El anlisis de la mutacién BRAF ™*°* confirmé el diagnéstico de CPT en 16-42% de
citologias interpretadas como indeterminadas o no diagndsticas (Cohen et al, 2004; Salvatore
et al, 2004; Chung et al, 2006; Jin et al, 2006; Rowe et al, 2006) en estos estudios.

Uno de los primeros trabajos que intentaron averiguar la utilidad del analisis de marcadores
genéticos en la citologia de tiroides analiza retrospectivamente la presencia de la mutacidn
BRAF™?** en PAAF para la determinacidn preoperatoria de CPT. Estos autores detectaron un
72% (18/25) de pacientes positivos para la mutacion BRAF?* en las citologias diagnosticadas
como malignas, y un 16% (5/32) en las indeterminadas (Cohen et al, 2004).



DISCUSION

. N L. Mutaciones Positivos por Categorias Citoldgicas
Autor Ano - Diseio Al
PAAF Cirugia genicas CPT IND NM NV
Cohen et al. 2004 91 91 Retro braf 18/25 5/32 -- --
braf 22/54 4/11 0/4
Salvatore et al. 2004 96 96 Retro ret/ptcl ret/ptc3 5/33 0/11 -- 1/4
Rowe et al. 2006 24 24 Retro braf -- 3/19 -- --
Chung et al. 2006 137 137 Retro braf ? 4/25 ?? ??
braf 4/37 0/48 0/46
Sapio et al. 2007° 132 50 Prosp ret/ptc1 ret/ptc3 -- 1/37 0/48 0/46
trk 0/48 0/46
braf
Nikiforovetal. 2006 437 2 Prosp ’ez p te 5/48 yr 3w
pax8/ppary
braf 10/22 7/52 1/12
Nikiforovetal. 2009 470 141 Prosp 3 322 cliEr | R -
ras 5/52
pax8/ppary 1/52
. A braf 9/47
Sapio et al. 2007 47 47 Retro Galectina-3 - 23/47 - -
Marchetti et al. 2009 111 111 Retro braf 41/55 18/52 0/1 --
Zatelli et al. 2009 469 166 Prosp braf 41/63 1/89 6/308 --

Retro: Retrospectivo

Prosp: Prospectivo

Categorias Citologicas: Diagndstico de CPT (CPT); Indeterminado (IND); Negativo Malignidad (NM); No Valorable (NV)
??: Dato no proporcionado

--: Categoria citolégica no analizada

El mismo afio, otro estudio retrospectivo destaca la posible aplicacidon del andlisis de la
mutacion BRAF*** y los reordenamientos RET/PTC en citologias y tejido de 96 pacientes
sometidos a cirugia con una PAAF previa (Salvatore et al, 2004). La deteccidn conjunta de estos
marcadores fue capaz de detectar el 56% de los CPT de este grupo (BRAF: 38%; 26/69 +
RET/PTC: 18%;6/33), con un 34% de redefinicién del diagndstico en muestras citoldgicas
indeterminadas o insuficientes (Tabla D2.2).

Sin embargo, ninguno de estos dos grupos (Salvatore et al, 2004; Cohen et al, 2004) fue capaz
de detectar casos positivos para la mutacion BRAF™*** en las citologias diagnosticadas como
“benignas”, al contrario de lo que ocurre en nuestro estudio, en el que 3 pacientes del grupo
de seguimiento de nddulo tiroideo fueron correctamente re-clasificados como casos de CPT (2
casos dentro del grupo de citologias benignas y un caso en una citologia no valorable).

En 2006, Rowe y colaboradores intentaron determinar la utilidad de la deteccién de la
mutacion BRAF7°** en citologias de tiroides “indeterminadas”, siendo capaces de confirmar el
diagndstico de CPT en el 15,8% (3/19) de los casos (Rowe et al, 2006), mientras en nuestro
estudio, el porcentaje de casos indeterminados que son detectados por el analisis de
BRAF™*** es del 33,3% (2/6) (Tabla R2.2.7). ). Ese mismo afio, Chung y colaboradores (2006)
realizan la determinacién del estado de la mutacién BRAF™*** en citologias obtenidas en
quiréfano a 137 pacientes, obteniendo un aumento de la deteccion de CPT en muestras
indeterminadas.

Como las alteraciones genéticas mas frecuentes son mutuamente excluyentes, es de suponer
que las mutaciones braf, ret/ptc, ntrk, ras y pax8-ppary estaran presentes en
aproximadamente el 90% de todos los canceres tiroideos de origen folicular. Por lo tanto, el
analisis combinado de estos cambios genéticos deberia resultar en mayores proporciones de
mejora de la precisién de la citopatologia. Recientemente, Sapio y colaboradores llevaron a
cabo un estudio prospectivo para el andlisis de las mutaciones de braf y los reordenamientos
ret/ptcl, ret/ptc3 y ntrk, encontrando que un diagndstico de cancer de tiroides puede ser

117




EEETTE 0iscusioN

confirmado en el 25% (5/16) de los pacientes con citologia sospechosa para CPT (Sapio et al,
2007°). En este caso, la mayor parte de la deteccion de CPT se debe a la mutacién BRAF™9%A
(80% de los pacientes con CPT; 4/5). Estos autores tampoco encuentran pacientes positivos
para las diferentes alteraciones genéticas en el grupo de nddulos tiroideos diagnosticados
como benignos o insuficientes, por lo que realmente no se modifica la orientacion diagndstica
de ningun paciente (Tabla D2.2).

El valor diagnéstico predictivo del andlisis de ras y pax8-ppary no esta tan claro, debido a que
estas alteraciones también pueden aparecer en tumores tiroideos benignos. En un estudio
prospectivo de 328 muestras citologicas de PAAF de tiroides de 470 pacientes, el andlisis
combinado de las mutaciones braf, ret/ptc, ntrk, ras y pax8-ppary mostré la presencia de 32
mutaciones (18 BRAF'°* 4 ret/ptcl, 1 ret/ptc3, 5 Nras61, 3 Hras61, 1 pax8-ppary) (Nikiforov
et al, 2009) . La presencia de estas mutaciones permitid la reclasificacidon del diagndstico de la
PAAF a malignidad en 24 casos (15 indeterminados, 4 benignos). Seglin este estudio, se
incrementa la precisién diagndstica de la citologia por PAAF, particularmente en la categoria
indeterminada, ya que el 97% de los nddulos positivos para alguna mutacién resultaron
finalmente malignos. Sélo se describe 1 caso de falso positivo, concretamente un adenoma
folicular que resultd ser positivo para Hras61. Sin embargo, los autores excluyen del andlisis un
caso adicional de un paciente positivo para ret/ptc3, identificado en una glandula con varios
nédulos, por la dificultad en correlacionar el estado del gen en la citologia con el de la
histopatologia, inconveniente que no encuentran al considerar como verdaderos negativos a
pacientes con microcarcinoma papilar, debido a que tenian la seguridad de haber aspirado los
nddulos de mayor tamafio, que resultaron benignos. Mas aun, en una publicacién anterior de
la misma serie, en la que se incluian 437 pacientes (371 citologias), estos autores habian
descrito el caso positivo para ret/ptc3, excluido de este analisis, como un “nddulo hiperplasico
con atipia”, y ademas presentaban otro caso de falso positivo para Nras61 en un adenoma
folicular, habiendo encontrado en total 18 casos positivos para las diferentes mutaciones (12
BRAF™?* 3 ret/ptc1, 2 ret/ptc3, 1 nras), (Nikiforov et al, 2006).

Aunque los resultados de este trabajo parecen ser mas impactantes que los de nuestro
estudio, debido a la combinacion de marcadores genéticos, con un nimero equivalente de
pacientes y nddulos tiroideos analizados, hay que destacar que realmente, de las 31 lesiones
malignas detectadas en el estudio de Nikiforov, la mayor parte (18/31; 58,1%) corresponden a
casos detectados por la mutacién BRAF'*** y de los marcadores genéticos analizados, sélo
BRAF™***y ret/ptc1 fueron especificos de malignidad, mientras que ras y ret/ptc3 dieron lugar
a falsos positivos en 2 casos de adenoma folicular y un nddulo hiperplasico con atipia
(Nikiforov et al, 2006; Nikiforov et al, 2009). Por tanto, la adicién de ras, lo que equivale a
analizar 2 codones (12/13 y 61) en 3 genes (N, H, K), sélo incrementa la sensibilidad en un
22,6% (7/31), mientras que hace disminuir la especificidad. La incorporacion de ret/ptcl,
aunque aumenta la sensibilidad en un 12,9% (4/31) sin alterar la especificidad del 100%,
presenta el problema potencial de la necesidad de aislar ARN de una calidad aceptable en las
muestras citoldgicas, mientras que la determinacion de BRAF™7°** es una técnica muy sencilla
y de facil aplicacién en la rutina diagndstica, ya que tratarse de 1 mutacidn puntual y se realiza
sobre ADN gendmico. El valor de la inclusidn de ret/ptc3 no estd muy claro, con un aumento
de la sensibilidad del 3,2% (1/31) y un mas que probable falso positivo.

Dos estudios mas recientes han mostrado que la combinacidn de la citopatologia convencional
junto con el anlisis de la mutacién BRAF™7** en muestras citoldgicas mejora la deteccién de
CPT en la categoria indeterminada, con un 34,6% (18/52) de confirmacion de casos
indeterminados (Marchetti et al, 2009) y en la benigna, con un 2% de casos rescatados dentro
de esta categoria (Zatelli et al, 2009). El estudio de Marchetti y colaboradores (2009) sélo
incluye pacientes con diagndstico en la citologia de sospecha/certeza de CPT o indeterminado.
Nuestro estudio, con numero equivalente de pacientes y citologias analizadas, presenta como
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ventaja frente a éstos que se ha analizado la poblaciéon completa en estudio de nddulo tiroideo
mediante PAAF, incluyendo pacientes con diagndstico citoldgico benigno y no valorable, lo que
proporciona una idea mas real del beneficio que se puede obtener al aplicar esta técnica a
toda la poblacién sometida a PAAF. En el estudio de Zatelli y colaboradores (2009), se
seleccionan solamente los pacientes con hallazgo de caracteristicas ecograficas sospechosas de
malignidad (nddulos iso/hipoecoicos con margenes sombreados con/sin microcalcificaciones),
que se presentaron soélo en el 67,5% de las lesiones benignas, lo que hace que la prevalencia
hallada por estos autores (64%) sea superior a la descrita para paises occidentales (Davies et
al, 2002%: Cohen et al, 2003"; Kimura et al, 2003; Hayashida et al, 2004; Kroll, 2004; Salvatore
et al, 2004; Xing et al, 2004b; Giordano et al, 2005; Xing, 2005% Xing et al, 2005). En nuestro
estudio, por el contrario, se puncionaron todos los nédulos tiroideos mayores de 15 mm si
eran solitarios, y el mas representativo de dicho tamafio si habia varios nddulos,
independientemente de sus hallazgos ecogrédficos. De ahi que el numero de pacientes
localizados en la categoria benigna sea mayor en su caso, ya que, aunque fueron clasificados
como benignos, esos nddulos presentaban de base otras caracteristicas de malignidad que no
estdn presentes en todos nuestros casos de la categoria benigna.

Otra posibilidad que también ha sido explorada en la literatura para aumentar la sensibilidad
de la PAAF ha sido la combinaciéon de marcadores genéticos con inmunohistoquimicos, como
es el caso de la galectina-3 (Sapio et al, 2007°). En 2007, Sapio y colaboradores realizaron un
estudio retrospectivo, incorporando el andlisis de la mutacién BRAF™"*** y la expresion de
galectina-3 en ndédulos indeterminados, mostrando que la combinaciéon de ambos marcadores
mejora S, E, VPP y VPN de la citopatologia. Sin embargo, la mayor parte de los CPT
diagnosticados de esta forma corresponden a positivos de BRAF'** (9/20; 45%), vy la
positividad de galectina-3 no implica malignidad (6/23; 26,1% pacientes con patologia benigna
resultaron positivos para galectina-3), es decir, no es un marcador especifico de malignidad.

Por tanto, la mutacién BRAF'7°** constituye en la actualidad el Unico marcador genético capaz

de cambiar el diagndstico de una citologia tiroidea desde benignidad a certeza de carcinoma
papilar de tiroides. Debido al 100% de especificidad de la presencia de la mutacién BRAF/?%*
para carcinoma papilar de tiroides, el analisis molecular de esta mutacién podria ser usado
para la toma de decisiones clinicas. Sin embargo, a causa de que la ausencia de esta alteracion
genética no excluye la presencia de cancer tiroideo, no puede erigirse como una prueba
diagndstica Unica, aunque si como una técnica complementaria en la rutina diagndstica del
nédulo tiroideo.
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FASE 3. ASOCIACION DE LA PRESENCIA DE LA MUTACION BRAF™7*°* CON UN
FENOTIPO MAS AGRESIVO DEL CARCINOMA PAPILAR DE TIROIDES

Prevalencia de la mutacién BRAF'7?°* en CPT.

La mutacion BRAF'?** representa la alteracidn genética més frecuente implicada en la

patogénesis del CPT esporadico. Existe un consenso general a su restriccion a CPT bien
diferenciado y pobremente diferenciado, o a carcinomas anaplasicos de tiroides originados de
carcinomas papilares pre-existentes (Xing, 2005°; Ciampi & Nikiforov, 2005). Sin embargo,
existen discrepancias en cuanto a la frecuencia global de la forma mutada de BRAF'7*** (29-
83%) (Xing, 2005% Fugazzola et al, 2006), su prevalencia en las variantes histoldgicas
especificas del CPT, y su relacién con los parametros clinicopatoldgicos de mal prondstico
(Xing, 2005%; Ciampi & Nikiforov, 2005). Aunque es complejo explicar tal falta de consistencia,
es posible que los diferentes enfoques, asi como los diferentes factores de confusion hayan
jugado un papel importante en esta variabilidad de resultados. Algunas posibles explicaciones
incluyen el disefio especifico del estudio, la sensibilidad de la técnica de deteccién de la
mutacion, un sesgo en la seleccidn de pacientes, tamafio de la muestra, heterogeneidad
intratumoral (no sélo el patréon de crecimiento, sino también contaminacion de tejido tumoral
y del estado de la mutacidn), diferentes criterios diagndsticos, composicion de histotipos en las
series publicadas, y diferencias en el manejo clinico del paciente. En nuestro caso, recogimos
todos los pacientes disponibles en el periodo 1998-2007 en el HUVN, asi como los sometidos a
cirugia de la cohorte en estudio de nddulo tiroideo hasta el 1 de septiembre de 2008, por lo
que la composicion de nuestra serie es representativa de la poblacién de referencia.

Es obvio que la minuciosidad en la toma de muestras tumorales puede influir no sdélo en la
clasificacién histoldgica de la variante del carcinoma papilar, sino también en las caracteristicas
patoldgicas, como la multifocalidad, extensién extratiroidea, etc.,, de importantes
consecuencias en el prondstico. Asumiendo la inevitable mezcla de fibras papilares
notablemente fibro-vasculares en el CPT clasico, la deteccién de la mutacién BRAF7%%*
claramente depende de los métodos de deteccién usados con mas frecuencia. Este umbral de
deteccion se hace mayor si las mutaciones en braf no se encuentran presentes en todas las
células tumorales (Sensi et al, 2006), o en todos los focos tumorales, como se ha demostrado
recientemente (Park et al, 2006; Cafadas et al, 2008; Lin et al, 2008). En nuestro caso, la
obtencién de muestras en microcarcinomas papilares conservados en parafina se realizd con
una aguja de 0,6 mm, para asegurar el contenido de células tumorales a la hora de determinar
la mutacion BRAF°**, Aunque el 90% de las mutaciones en braf que se encuentran en CPT
corresponden a la transversién T1799A, se han descrito otras mutaciones en este gen (Trovisco
et al, 2004; Oler et al, 2005; Trovisco et al, 2005; Carta et al, 2006, Castro et al, 2006;
Brzezianska et al, 2007; Lupi et al, 2007; Barzon et al, 2008; De Falco et al, 2008). Asi, para
evitar perder mutaciones fuera del punto caliente, y asegurar el tipo de mutacién en cada
caso, aplicamos dos métodos de deteccidén (RFLP y secuenciacidn), que permiten la deteccion
de sustituciones simples de nucleétidos en cualquier posicion.

En nuestro estudio, de los 106 pacientes con CPT incluidos, 50 resultaron positivos para la
presencia de la mutacion BRAF'°** en el tejido tumoral procedente de la tiroidectomia (Tabla
R3.2.1), correspondiendo por tanto a una prevalencia de 47,2% (I1Cos: 37,5-56,8).

Nuestra prevalencia (47,2%) es practicamente idéntica a la prevalencia media mundial (47,3%;
Tabla D3.1), y comparable con otros estudios, en particular los desarrollados en pacientes
espafioles, en el que la mutacién BRAF™*** fue detectada en el 47,4% de los carcinomas
papilares de tiroides (Riesco-Eizaguirre et al, 2006; Costa et al, 2008).
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En estos estudios se observa un rango de variacidn para la prevalencia global de la mutacion
BRAF'7°*" entre 26,7-82,9%, con una media de 47,3% (3271/6918). La amplitud de este rango
es probablemente debida a la heterogeneidad de las variantes histoldgicas de CPT incluidas,
factores epidemioldgicos o de la edad del grupo analizado. Los valores mas altos se han
descrito en paises asiaticos, como China y Corea. Agrupando los casos originarios del mismo
pais, se obtiene que la prevalencia de la mutacién BRAF™*** varia entre 38,2% (Irlanda) y
67,8% (China).

El estudio de Fugazzola y colaboradores (2006) recoge la prevalencia de BRAF™** segin el

pais de origen. Agrupando todos los datos de las diferentes cohortes, Fugazzola calcula una
prevalencia de 39,6% (845/2129 casos), similar a la observada en su propia serie (38%), lo que
indica una prevalencia de BRAF'"*** en CPT de aproximadamente 38-40%. En la revisién de
Xing (2005%), la prevalencia calculada a partir de una serie de 29 estudios previos es del 44%
(810/1856), mientras que en el meta-analisis de Lee y colaboradores, que incluye 12 estudios,
se muestra una prevalencia del 49% (570/1168) (Lee et al, 2007). Aunque se ha propuesto que
las variaciones en la prevalencia de la mutacién BRAF'°** en distintas comunidades étnicas
podrian ser debidas a diferencias genéticas entre razas, los pocos trabajos que abordan esta
cuestion, como son el meta-andlisis de Lee (Lee et al, 2007), y el estudio de Sedliarou y
colaboradores (2004), no encuentran asociacion entre la mutacion BRAF™*** y el origen étnico
de los pacientes (caucasiano/asiético), por lo que el origen de estas diferencias aiin no esta
claro. El factor mas importante, probablemente, para esta diferencia, es que muchos estudios
no han estratificado por subtipo de CPT.

De acuerdo con previas observaciones, la mutacién BRAF™®* se encuentra comuinmente

asociada con carcinomas papilares de tiroides que muestran arquitectura papilar (CPT-Clasico,
CPT-Células Altas, CPT-Warthin, microCPT), con una frecuencia que oscila entre 29-83%
(Fugazzola et al, 2004; Ciampi & Nikiforov, 2005; Trovisco et al, 2005; Xing, 2005% Xing et al,
2005; Zhu et al, 2005; Riesco-Eizaguirre et al, 2006; Lupi et al, 2007; Costa et al, 2008; Frasca et
al, 2008; Oler & Cerutti, 2009). La prevalencia de la mutacion BRAF'*** es especialmente
elevada (55-100%) en la variante mas agresiva del CPT, la de células altas (Xing et al, 2005; Zhu
et al, 2005; Lupi et al, 2007), mientras que es relativamente baja (7-25%) en la variante
folicular (Nikiforova et al, 2003°; Fugazzola et al, 2004; Salvatore et al, 2004; Trovisco et al,
2004; Trovisco et al, 2005; ; Xing, 2005°%; Xing et al, 2005; Castro et al, 2006; Fugazzola et al,
2006; Giannini et al, 2007; Riesco-Eizaguirre et al, 2006; Kebebew et al, 2007; Lupi et al, 2007,
Costa et al, 2008; Oler & Cerutti, 2009). El meta-andlisis de Lee y colaboradores (2007)
confirma que la mutacién BRAF™?** se asocia con el subtipo histoldgico de CPT, siendo mas
prevalente en los subtipos clasico (frecuencia: 59,1%; OR: 3,521) y de células altas (frecuencia:
79,1%; OR: 4,319), que en la variante folicular (frecuencia: 16,9%; OR: 0,153), lo que indica que
esta mutacidn se encuentra asociada con el patrén de crecimiento papilar.

Los tumores con variantes histoldgicas generalmente consideradas mas agresivas (con mas
metadstasis y recidiva), como células altas, oncocitica y variante sélida (Akslen & LiVolsi, 2000;
Delellis, 2006; Ghossein et al, 2007), presentan un porcentaje de mutaciones en BRAF' /%"
relativamente alto (Frattini et al, 2004; Xing et al, 2005; Lee et al, 2007). En nuestra serie, esto
se confirma para el caso de la variante de células altas (CPT-CA), ya que la presencia de la
mutaciéon BRAF*** se puso de manifiesto en el 100% (2/2) de los pacientes analizados, frente
a un porcentaje del 54,0 % (27/50) en la variante clasica (Tabla R3.2.1). No es asi en lo que se
refiere a la variante sélida (CPT-ST), pues el Unico caso analizado resultd negativo para la
mutacién BRAF™*®* aunque no podemos descartar que esto se deba al limitado nimero de
casos analizados de estas variantes mas raras (7/106; Tabla R3.2.1).

Nuestro estudio incluye ademas un paciente con la variante de células claras; que resulto
positiva para la mutacidn. Hasta el momento, no se ha descrito la prevalencia de la mutacion
BRAF'7°*" en esta variante de CPT.
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Algunos autores reivindican que la asociacién observada de la mutacién BRAF™Y*** con la

morfologia papilar refleja probablemente las distintas proporciones de CPT-VF analizadas con
respecto a la variante clasica (Xing et al, 2005). En un estudio mas reciente, se examina la
fuerza de la asociacion entre la presencia de la mutacién BRAF*** y la morfologia papilar
mediante el analisis de ésta en practicamente el mismo nimero de CPT-Clasicos y CPT-VF; de
forma notable, la mutacién BRAF™*®* se reveld asociada significativamente con la variante
clasica (Costa et al, 2008). Mas aun, la caracterizacién morfoldgica detallada de los 49
carcinomas papilares de tiroides en el estudio de Costa y colaboradores identificé una
asociacion entre la mutacion BRAF***y |a aparicidn de focos de células altas dentro de los
carcinomas papilares de tiroides clasicos o mixtos (Costa et al, 2008). Este hallazgo enfatiza la
importancia de la extensién de la muestra tumoral a la hora de establecer las correlaciones
genotipo-fenotipo en carcinomas papilares de tiroides, que rara vez son tumores
monomorficos. Curiosamente, la variante alta del CPT muestra la mayor proporcion de
mutaciones en braf documentada (Ciampi & Nikiforov, 2005; Xing, 2005°). Estos resultados
sugieren que posiblemente otros factores de confusiéon, diferentes del nimero de CPT-VF
incluido en cada serie, pueden influir en la falta de consistencia entre publicaciones acerca de
la asociacion entre la mutacién BRAF*** y la arquitectura papilar en carcinomas papilares de
tiroides de adultos. En resumen, estos datos indican que la mutacién BRAF™**** juega un papel
mas importante en la oncogénesis de las variantes clasica y de células altas que en la variante
folicular.

En el presente estudio, las variantes clasica y folicular (CPT-VF) presentaron la mutacion
BRAF™°** en aproximadamente el mismo porcentaje (27/50; 56,3% y 9/16; 54,0%,
respectivamente; Tabla R3.2.1), al contrario de lo que ocurre en otros estudios. Se debe tener
en cuenta que el numero de CPT-VF incluidos es considerablemente inferior al de la variante
clasica. Nuestro estudio es, probablemente, el que mayor porcentaje de pacientes con variante
folicular positivos para la mutacién BRAF™°** presenta, ya que las frecuencias mas elevadas en
esta variante histolégica que se pueden encontrar la literatura oscilan entre 35-42% (Sapio et
al, 2006; Costa et al, 2008). Como consecuencia de la elevada prevalencia hallada en CPT-VF,
nosotros no encontramos asociacion entre la mutacién BRAF™*** y el subtipo histolégico.

Lee y colaboradores indican en su meta-analisis que la importancia diagndstica de la mutacion
BRAF™*** puede ser limitada, debido a la dificultad diagndstica que puede originarse,
especialmente en el caso de la variante folicular del CPT. Morfoldgicamente, el diagndstico
diferencial entre un CPT variante folicular y un tumor folicular a menudo es complicado. Segin
estos autores, debido a que en la variante folicular la prevalencia de la mutacién BRAF™** es
baja, su utilidad como marcador diagndstico puede ser limitada (Lee et al, 2007). Sin embargo,
atendiendo a nuestros datos, la importancia/utilidad diagndstica de la mutacion BRAF'79%"
seria la misma en ambos subtipos del CPT, ya que la prevalencia de esta alteracidn genética en
nuestros pacientes con variantes clasica y folicular es la misma (Tabla R3.2.1).

En cuanto a la presencia de la mutacién BRAF"*** en microcarcinoma papilar, en nuestra serie

encontramos una frecuencia de 33,3% (11/33) (Tabla R3.2.1), concordante con el rango
observado en estudios previos (18-52%) (Sedliarou et al, 2004; Kim et al, 2005°; Trovisco et al,
2005; Lupi et al, 2007; Ugolini et al, 2007; Lee et al, 2009).
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3.1. Asociacién de la presencia de la mutacion BRAF™7*** con las caracteristicas clinicas e

histopatoldgicas del carcinoma papilar de tiroides. Se estudiard la relacion de la presencia de
la mutacion BRAF™*® con las caracteristicas clinicas (edad, sexo) e histopatoldgicas
(metdstasis, invasion extratiroidea, capsular o vascular, multifocalidad, etc. VER
METODOLOGIA Apartado 3.6.2) de alto riesgo relevantes en el prondstico del carcinoma
papilar de tiroides en los pacientes diagnosticados en el HUVN durante el periodo 1998-2008.

Aunque los pacientes con CPT generalmente responden favorablemente y presentan un buen
pronéstico, aproximadamente el 10-15% de los casos no son curados por el tratamiento inicial
(tiroidectomia total y ablacién post-quirtrgica de restos tiroideos con *'1). Muchos desarrollan
recidiva y algunos incluso mueren de esta enfermedad (Mazzaferri & Jhiang, 1994;
Schlumberger, 1998; Sherman et al, 1998).

Se han descrito varios factores prondsticos para la identificacion temprana de este pequefio,
aunque no insignificante, porcentaje de pacientes de CPT (Byar et al, 1979; DeGroot et al,
1990; Hay et al, 1993; Mazzaferri & Jhiang, 1994; Schlumberger, 1998). Una edad avanzada,
género masculino, mayor tamafio tumoral, invasidon extratiroidea, multicentricidad, metdstasis
distantes y metastasis en nddulos linfaticos predicen una mayor proporcion de recidiva
tumoral, y probablemente sean los principales determinantes de un mal desenlace en
pacientes con CPT (Cunningham et al, 1990; Mazzaferri & Jhiang, 1994; Schlumberger, 1998;
Schlumberger & Pacini, 1999; Mazzaferri & Kloos, 2001; Ronga et al, 2002; Ward &
Assumpcdo, 2004; Durante et al, 2006).

Aunque algunas de estas caracteristicas clasicas se han asociado de forma consistente con un
mal prondstico, la disponibilidad de nuevos marcadores genéticos informativos, como los
reordenamientos RET/PTC, la familia de genes ras, y mas recientemente, la mutacion
BRAF™?** |a alteracidn genética mas frecuente en carcinoma papilar esporadico (Xing, 2005°),
ofrece la posibilidad de mejorar la estratificacion del riesgo, la prediccion de recidiva y el riesgo
de muerte por enfermedad en los pacientes con CPT. Entre todos los marcadores candidatos,
la mutacién en BRAF** ha sido descrita como uno de los marcadores moleculares mas
efectivos para predecir el desenlace clinico en CPT, aunque existe una gran controversia en los
estudios publicados con respecto a la asociacién de la mutacién BRAF™*** con las
caracteristicas de alto riesgo del CPT.

En general, se puede afirmar que estudios con un tamafio muestral relativamente grande
demuestran una asociacion entre la mutacién BRAF™"*** y algiin pardmetro clinicopatolégico
(Namba et al, 2003; Nikiforova et al, 2003°% Xing et al, 2005; Kebebew et al, 2007; Lupi et al,
2007), mientras que aquéllos con muestras mas pequefas no lo hacen (Puxeddu et al, 2004;
Fugazzola et al, 2004). Sin embargo, un estudio que analizaba el estado de la mutacién
BRAF™*** en un elevado nimero de tumores benignos y malignos de tiroides no mostré
asociacion entre la presencia de la mutacion BRAF*"*** con caracteristicas tumorales de alto
riesgo (Trovisco et al, 2005), debido probablemente a que se analizé dentro de cada subgrupo
de variante de CPT, donde los tamafios de muestra eran relativamente pequenos. El andlisis
multivariante realizado en el estudio de Xing y colaboradores (2005) sugiere que la
inconsistencia entre diferentes estudios en lo referente a la asociacion de la mutacion
BRAF™®** con pardmetros clinicopatolégicos, puede deberse no sélo a diferencias en el
tamafio de muestra, sino que puede haber implicados otros factores de riesgo confusores, en
especial las diferentes composiciones de los subtipos de CPT, lo que particularmente afectaria
a las series que no han ajustado por estos factores de riesgo al realizar el andlisis estadistico.

En nuestra serie se han analizado 106 pacientes con CPT. Al recoger todos los pacientes
disponibles en el periodo de estudio, se representan fielmente las caracteristicas clinicas e
histopatoldgicas de los pacientes diagnosticados de CPT en nuestro hospital. La frecuencia de
distribucion de hallazgos patoldgicos (tamafio tumoral, metastasis nodulares, estadio,
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multifocalidad, etc.) se encuentra en consonancia con otros grandes estudios publicados
(Hundahl et al, 1998; Hundahl et al, 2000). De hecho, la edad media en el momento del
diagndstico, la relacion hombre/mujer, el tamafio tumoral medio, multifocalidad, prevalencia
de metastasis ganglionares durante el seguimiento y metastasis distantes en el momento del
diagndstico o durante el seguimiento, la recidiva y la estadificacién tumoral se encuentran
dentro de los rangos registrados en las mayores series de carcinomas papilares de tiroides
(Rosai et al, 1992; Vini & Harmer, 2002; Rouxel et al, 2004). El nimero de muestras procesadas
por tumor, el manejo clinico uniforme de los pacientes (tratados por el mismo equipo) vy el
prolongado seguimiento (mediana de seguimiento de 64 meses; Figura R3.1.9B) son un
argumento en contra de cualquier desviacidn asimétrica de la recogida de datos
clinicopatoldgicos.

Muchos estudios han investigado la relacién de la mutacién BRAF'"*** con las caracteristicas

clinicopatoldgicas del CPT (Namba et al, 2003; Nikiforova et al, 2003%; Xu et al, 2003; Fugazzola
et al, 2004; Kim et al, 2004; Puxeddu et al, 2004; Sedliarou et al, 2004; Kim et al, 2005“’; Liu et
al, 2005; Powell et al, 2005; Trovisco et al, 2005; Xing et al, 2005; Adeniran et al, 2006;
Fugazzola et al, 2006; Jin et al, 2006; Jo et al, 2006; Kim et al, 2006"%%: Lee et al, 2006; Park et
al, 2006; Riesco-Eizaguirre et al, 2006; Sapio et al, 2006; Abrosimov et al, 2007; Durante et al,
2007; Kebebew et al, 2007; Lupi et al, 2007; Mitsiades et al, 2007; Rodolico et al, 2007; Frasca
et al, 2008). Aunque los resultados no son totalmente consistentes, la mayoria de los estudios
de varios origenes étnicos y geograficos demuestran una asociacidon significativa de la
mutacion BRAF™*** con una o mas caracteristicas clinicopatoldgicas de alto riesgo del CPT
(Namba et al, 2003; Nikiforova et al, 2003% Kim et al, 2004; Trovisco et al, 2005; Powell et al,
2005; Xing et al, 2005; Adeniran et al, 2006; Fugazzola et al, 2006; Jin et al, 2006; Jo et al, 2006;
Kim et al, 2006°%; Lee et al, 2006; Riesco-Eizaguirre et al, 2006; Durante et al, 2007; Kebebew
et al, 2007; Lupi et al, 2007; Nakayama et al, 2007; Rodolico et al, 2007; Elisei et al, 2008;
Frasca et al, 2008; Oler et al, 2008; Kwak et al, 2009; Lee et al, 2009; Xing, 2009; Xing et al,
2009).

Entre los diversos factores de riesgo, la invasidn extratiroidea, las metastasis ganglionares y los
estadios clinicopatoldgicos 11I/IV son los que predicen de forma mas fiable la progresion,
recidiva, agresividad, y en ultimo lugar, mayor morbilidad y mortalidad del CPT (DeGroot et al,
1990; Mazzaferri & Jhiang, 1994; Sherman et al, 1998; Mazzaferri & Kloos, 2001; Sherman et
al, 2005).

Curiosamente, entre las varias caracteristicas clinicopatoldgicas del CPT, muchos estudios han
mostrado que la mutacién BRAF™**** se encuentra més frecuentemente asociada a estos tres
predictores de riesgo. En una revision reciente, cuando se agrupan todos los estudios que
proporcionan suficiente informacidn para calcular el nUmero de casos analizados, se encuentra
una clara asociacidn significativa de la mutacion BRAF™®* con invasidn extratiroidea,
metastasis ganglionares y estadios avanzados (l1I/IV), con odds ratio (OR) de 2,50 (ICosy: 2,11-
2,97), 1,83 (ICgsy: 1,58-2,13) y 2,14 (ICgsy: 1,79-2,56), respectivamente (Xing, 2007).

Cuatro estudios recientes, procedentes de Estados Unidos (Nikiforova et al, 20037, Adeniran et
al, 2006), Espafia (Riesco-Eizaguirre et al, 2006) e Italia (Frasca et al, 2008) mostraron una
asociacion significativa de la mutacién BRAF7°** con invasion extratiroidea y estadios
avanzados (llI-1V). El estudio italiano revelé ademas asociacidén con metastasis ganglionares
(Frasca et al, 2008). Esta asociacion con metdstasis ganglionares, invasién extratiroidea y
estadios avanzados también se ha descrito en un gran estudio multicéntrico internacional
(Xing et al, 2005), un meta-analisis (Lee et al, 2007) y un estudio reciente de 500 casos de CPT
en una cohorte italiana homogénea, procedente de una Unica institucién, que representa el
mayor estudio hasta la fecha para determinar la relacién entre la mutacién BRAF™*** y los
resultados clinicopatoldgicos (Lupi et al, 2007). Curiosamente, en este estudio también se
encuentra significativamente asociada a la pérdida de la cdpsula tumoral. Se ha demostrado
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que los tumores de CPT que pierden la cdpsula estdn asociados con un mayor riesgo de
metastasis y recidiva (lvanova et al, 2002; Kakudo et al, 2004; Lupi et al, 2007).

Otro reciente estudio norteamericano confirma la asociacidon de la presencia de la mutacion
BRAF™?* con metastasis ganglionares y estadios avanzados (llI-IV) (Kebebew et al, 2007). En
tres estudios coreanos (Kim et al, 2004, 2006°%; Lee et al, 2006) y uno de la Clinica Mayo (lin et
al, 2006) se describe una asociacién significativa de la mutacidn BRAF™%* con metéastasis
ganglionares o invasion extratiroidea; uno de ellos muestra ademds una asociacion
independiente de la mutacidn con la aparicién de metdstasis ganglionares incluso en el analisis
multivariante ajustado por factores confusores (Kim et al, 2006°).

En sintesis, la asociacion de la mutacién BRAF™'®* con caracteristicas clinicopatoldgicas

relacionadas con un fenotipo mas agresivo del CPT ha sido ampliamente explorada, con
resultados contradictorios. Recientemente, dos extensas revisiones han abordado esta
controvertida cuestidn, demostrando que las relaciones mds consistentes son las observadas
entre la mutacién BRAF'** y una mayor edad, asi como con un estadio tumoral mas
avanzado en el momento del diagnéstico (Puxeddu & Moretti, 2007; Xing, 2007). La asociacidn
entre la mutacién BRAF*** con las metéstasis ganglionares parece ser menos uniforme, lo
que probablemente refleja el hecho de que la diseccidon de cuello a menudo varia en los
diferentes pacientes y estudios.

Edad

En nuestros pacientes, tal como ocurre en el estudio multicéntrico del grupo de Fugazzola
(2006), y la serie de Elisei y colaboradores (2008), encontramos que la mutacién BRAF'7%%
presenta una frecuencia significativamente superior en pacientes de edad avanzada, en
particular, en aquéllos mayores de 60 afios (Tabla R3.3.2). La asociacién de BRAF™*** con una
mayor edad de presentacién del CPT lo confirma como el oncogén mas prevalente en los
pacientes adultos con CPT (Nikiforova et al, 2003%; Kim et al, 2005%; Trovisco et al, 2005;
Adeniran et al, 2006; Kebebew et al, 2007; Nakayama et al, 2007; Puxeddu & Moretti, 2007;
Rodolico et al, 2007), no sin cierta controversia al respecto (Fugazzola et al, 2004; Puxeddu et
al, 2004; Sedliarou et al, 2004; Kim et al, 2005°; Liu et al, 2005; Riesco-Eizaguirre et al, 2006;
Brzezianska et al, 2007; Lee et al, 2007; Frasca et al, 2008; Lee et al, 2009), y en concordancia
con la baja prevalencia de esta alteracidn genética en nifios (Kumagai et al, 2004; Penko et al,
2005; Powell et al, 2005). La mutacion BRAFT94 por tanto, es un fendmeno asociado a CPT
adulto, y rara vez aparece en la poblacién pedidtrica (Kumagai et al, 2004; Penko et al, 2005;
Xing, 2005°%; Ciampi & Nikiforov, 2007).

Este hallazgo es consistente con los datos de que una avanzada edad al diagndstico es un
factor de mal prondstico en muchos sistemas de estadificaciéon (Hay et al, 1987; Cady & Rossi,
1988; Hay et al, 1993; Greene et al, 2002). Sin embargo, hay que resaltar que, al igual que en el
caso de Elisei y colaboradores (2008), en nuestro estudio sélo obtenemos significacidn
estadistica cuando la edad de los pacientes se analiza dividiendo el grupo de estudio en 2
categorias (mayores/menores de 60 afios), pero no cuando la edad se analiza como una
variable continua.

Sexo

Nuestros pacientes no mostraron diferencias significativas en la presencia de la mutacién con
relacidn al sexo, tal como ocurre en la practica totalidad de los estudios previos (Fugazzola et
al, 2004; Sedliarou et al, 2004; Puxeddu et al, 2004; Liu et al, 2005; Fugazzola et al, 2006;
Riesco-Eizaguirre et al, 2006; Brzezianska et al, 2007; Lee et al, 2007; Costa et al, 2008; Elisei et
al, 2008; Frasca et al, 2008; Lee et al, 2009), y son pocos los que indican una asociacién de la
mutacién BRAF™7*** con el sexo masculino (Xu et al, 2003; Kim et al, 2006°). Sin embargo, sélo
estos dos estudios han relacionado la mutacién BRAF™%** con el sexo masculino, por lo que la
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inconsistencia de esta observacién, no detectada en otros estudios, podria ser debida a un
sesgo de seleccidn (Puxeddu & Moretti, 2007).

Tamano tumoral

Un mayor tamafio tumoral ha sido descrito como uno de los principales determinantes de mal
prondstico en pacientes con CPT (Mazzaferri & Jhiang, 1994; Schlumberger & Pacini, 1999;
Tzavara et al, 1999; Mazzaferri & Kloos, 2001; Leboulleux et al, 2005; Machens et al, 2005). La
asociacion de la mutacion BRAF™*** con un mayor tamafio tumoral se ha publicado en
muchos estudios (Jo et al, 2006; Kim et al, 2006%°; Frasca et al, 2008; Kim et al, 2008; Lin et al,
2008; Ito et al, 2009; Oler & Cerutti, 2009). En un estudio mayor, sin embargo, se encontré
asociada con un tamafo tumoral de CPT menor (Xing et al, 2005).

En nuestros pacientes, existe una fuerte asociacidn estadistica entre la mutacién BRAF'"*?*y el

tamafio del tumor primario, especialmente marcada en los carcinomas papilares de tiroides
con tamano igual o superior a 1 cm (Tabla R3.3.2).

El hecho de que la mutacién BRAF°** se haya encontrado asociada tanto a mayor tamafio

tumoral (Jo et al, 2006; Kim et al, 2006°; Nakayama et al, 2007; Frasca et al ,2008; Lin et al,
2008; Ito et al, 2009; Oler & Cerutti, 2009), como a menor tamafio (Xing et al, 2005), mientras
gue algunos estudios no han encontrado diferencias estadisticamente significativas en el
tamafio de tumores positivos/negativos para la mutacion BRAF™7%% (xu et al, 2003; Puxeddu et
al, 2004; Kim et al, 2005b; Liu et al, 2005; Trovisco et al, 2005; Lee et al, 2007; Costa et al,
2008; Elisei et al, 2008), puede hacernos llegar a la conclusién de que la mutacién BRAF™7**
no influye significativamente en el crecimiento del tumor.

Sin embargo, considerando otros resultados, que posiblemente la relacionan con mayor
agresividad o invasividad tumoral, la conclusidn podria ser mas amplia: la mutaciéon BRAF™7994
no favorece el crecimiento tumoral, pero en igualdad de condiciones de crecimiento, puede
inducir una activacion mas temprana de la invasividad tumoral (Puxeddu & Moretti, 2007). De
acuerdo con esta idea, varios estudios han detectado una asociacidn significativa entre la
mutacion BRAF™**" v |a invasion extratiroidea (Nikiforova et al, 2003%; Xing et al, 2005;
Adeniran et al, 2006; Jo et al, 2006; Kim et al, 2006° Riesco-Eizaguirre et al, 2006; Lee et al,
2007; Lupi et al, 2007; Nakayama et al, 2007; Frasca et al, 2008; Wang et al, 2008; Oler &
Cerutti, 2009), siendo cuatro de estos estudios de los de mayor tamano muestral de todas las
series (Xing et al, 2005; Lee et al, 2007; Lupi et al, 2007; Frasca et al, 2008). En nuestro estudio
no somos capaces de detectar la asociaciéon con invasion extratiroidea, como ocurre en las
restantes publicaciones (Puxeddu et al, 2004; Kim et al, 2005°; Liu et al, 2005; Trovisco et al,
2005; Costa et al, 2008; Elisei et al, 2008; Ito et al, 2009).

Estadio

La mayoria de los estudios en la literatura describen una asociacién positiva de la mutacion
BRAF™?** con estadios clinicos avanzados (I1l/IV) en el momento del diagndstico (Namba et al,
2003; Nikiforova et al, 2003% Xing et al, 2005; Adeniran et al, 2006; Riesco-Eizaguirre et al,
2006; Kebebew et al, 2007; Lee et al, 2007; Lupi et al, 2007; Nakayama et al, 2007; Elisei et al,
2008), con una OR de 2,143 en el meta-analisis de Lee y colaboradores (2007) y una OR de 2,14
en la revisién de Xing (2007). Este patrén se mantiene en las series coreanas, que en general
presentan una prevalencia inusualmente elevada de la mutacién BRAF™***, en torno al 80-
90% (Kim et al, 2004; Chung et al, 2006; Kim et al, 2006, y que se han excluido de este andlisis
(Xing, 2007).

Sin embargo, no todos los estudios alcanzan esta asociacién (Fugazzola et al, 2004; Puxeddu et
al, 2004; Kim et al, 2005 Liu et al, 2005; Fugazzola et al, 2006; Brzezianska et al, 2007; Ito et
al, 2009).

127




TN 0iscusioN

Nuestros pacientes muestran una asociacion significativa de la mutacion BRAF™*** con un

estadio tumoral avanzado (superior a Estadio | de la AJCC), cuando estas variables se analizan
de forma bivariante (Tabla R3.3.2). En nuestro estudio, sdlo se encuentra asociacion entre
BRAF'?** y estadio avanzado cuando se considera éste como superior a Estadio | (AJCC).
Haciendo esta clasificacion (I frente a II/11l/IV), la OR que obtendriamos de nuestros datos seria
de 2,4 (ICgysy: 1,0-5,4; p=0,043), correspondiente al valor de RR: 1,8 mostrado en la Tabla
R3.3.2, similar a la calculada en el meta-analisis del grupo de Lee (2007) y en la revisién de Xing
(2007). Al agrupar la variable en dos categorias (I/Il frente a Ill/IV), como se encuentra en la
mayor parte de las publicaciones, no encontramos tal asociacidn. Probablemente, es debido a
que la mayor parte de nuestros pacientes (85%) presentan un estadio | (66%) o Il (19%) (Figura
R3.1.3), mientras que con estadios Il y IV sélo hay 16 pacientes, frente a un total de 106 (15%).
Por tanto, un nimero tan pequefio de pacientes en la categoria maxima (Ill/1V), puede haber
provocado que no se alcance la significacion estadistica, a pesar de que, a partir del estadio I,
se observa una tendencia a un mayor nimero de pacientes en el grupo de positivos para la
mutacién BRAF''*** (Tabla R3.3.2).

Por otro lado, cuando analizamos el pardmetro “Estadio superior a |” junto a las otras variables
que resultaron estadisticamente significativas en el analisis bivariante (edad superior a 60
afios, tamafio tumoral a partir de 1 cm), mediante regresion logistica multivariante, para
estudiar la independencia de estas asociaciones, el resultado fue que las Unicas variables
asociadas estadisticamente con la presencia de la mutacién BRAF™*** fueron edad superior a
60 afios (OR: 4,5: 1Cqgy: 1,6-12,7; p=0,016) y tamafio de 1 cm o mas (OR: 3,4: ICqpy: 1,4-8,1;
p=0,021), ya que la variable estadio clinico sufre un efecto de colinealidad con ambas
(p<0,0001 en los dos casos), al ser una combinacion lineal de las dos. Este efecto es razonable
si tomamos en consideracidon que “edad superior a 45 afos” y “tamafio tumoral mayor de 1
cm” son parametros bdsicos en el sistema de estadificacion TNM de la AJCC para obtener un
estadio Il, que en nuestro caso es el estrato de la variable estadio con mayor proporcion
relativa de pacientes positivos para la mutacién BRAF7*** (Tabla R3.3.2).

Agresividad y subtipo histolégico

Es importante sefialar que, en la literatura se describe una mayor frecuencia de la mutacion
BRAF™®** en los subtipos de CPT conocidos por ser particularmente agresivos. Esta cuestion
fue analizada especificamente en el estudio de Xing y colaboradores (2005), que claramente
mostré el orden: CPT-CA > CPT-Clasico >> CPT-VF, cuando se clasifican de acuerdo con la
prevalencia de caracteristicas clinicopatoldgicas de agresividad del tumor, tales como invasion
extratiroidea, metastasis ganglionares, estadios tumorales avanzados Ill/IV y recidiva tumoral.
De forma concordante, el mismo orden se mantiene para la prevalencia de la mutacion
BRAF™?* en estos subtipos de CPT (Xing et al, 2005). Para este autor, la estrecha asociacién
de la mutacion BRAF™®* con los subtipos agresivos de CPT constituye, por si misma, una
fuerte evidencia del papel que juega la mutacién BRAF'"*** en la agresividad del CPT. Esta
evidencia puede, de hecho, sugerir que la mutacion BRAF'*** es un importante, quizas
primordial, factor para el desarrollo de la variante de células altas del CPT; sin embargo, este
paralelismo podria explicarse también por la intervencion de otros factores patogénicos, que
ocurrieran con mas frecuencia en el CPT-CA, independientes de la mutacién BRAF™9%,

Algunos estudios también encuentran una relacién entre la mutacion BRAF™*** y las

caracteristicas histopatoldgicas de alto riesgo del CPT dentro de subtipos especificos, como el
CPT-Clasico (Kim et al, 2004, 2006°; Kebebew et al, 2007) y el CPT-VF (Lupi et al, 2007).

Se ha sugerido que las discrepancias en el valor prondstico de BRAF'"*** entre los diferentes

estudios podrian deberse a la inclusién de diferentes subtipos histolégicos de cancer de
tiroides, multifocalidad, factores epidemioldgicos, y estudios de cohortes demasiado pequefias
(Fugazzola et al, 2006; Park et al, 2006; Lupi et al, 2007). De hecho, muchas de las cohortes
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estudiadas eran pequenas, los tumores no estaban estratificados por subtipo histoldgico, y la
prevalencia muestra una marcada discordancia geografica.

En un estudio reciente, Kebebew y colaboradores (2007) analizaron 347 pacientes de cancer
de tiroides (245 CPT, 29 CPT-variante folicular y 73 carcinomas foliculares de tiroides),
estratificados por subtipo, que habian sido sometidos a tratamiento similar durante un
periodo de seguimiento relativamente largo (6 afios). Se realizd un andlisis multivariante para
evaluar los posibles efectos confusores de otros factores, encontrando que, en los subtipos
clasico y variante folicular, la mutacién BRAF7*** resultd asociada a una mayor edad al
diagnéstico, clasificacion AMES de alto riesgo, y de forma independiente, a enfermedad
persistente y recurrente. Considerando solamente la variante clasica, la mutacion BRAF''7%*
resultd asociada a una mayor edad al diagndstico, metastasis ganglionares y distantes, mayor
estadio TNM/AJCC y mayor proporcién de persistencia y recidiva de enfermedad. Estos
resultados sugieren, por tanto, que la mutacién BRAF'"°** est4 asociada a un comportamiento
mas agresivo del tumor y que puede ser un marcador independiente de enfermedad
persistente y recurrente en el caso del CPT de tipo clasico.

En un estudio mas reciente, Oler y Cerutti (2009) han determinado la prevalencia de la
mutacion en una cohorte brasilefia de 120 pacientes, y su relacién con los parametros
clinicopatoldgicos, estratificando por subtipos. Estos autores encuentran una elevada
prevalencia global (48%) de la mutacién BRAF'7*** en CPT. Al estratificar por subtipo
histoldgico, la prevalencia es significativamente mayor en la variante clasica (66%), comparada
con la variante folicular (21%), lo que se encuentra dentro del rango previamente descrito en
la literatura, tanto para la variante cldsica (38-69%), como para la folicular (0-32%) (Nikiforova
et al, 2003°; Fugazzola et al, 2004; Salvatore et al, 2004; Trovisco et al, 2005; Xing, 2005°; Xing
et al, 2005; Zhu et al, 2005; Castro et al, 2006; Fugazzola et al, 2006; Kebebew et al, 2007; Lupi
et al, 2007; Costa et al, 2008). Los resultados de este estudio indican que, cuando los pacientes
con CPT de tipo clasico se agrupan junto con los de variante folicular, la presencia de la
mutacion BRAF7*** se encuentra asociada con invasion extratiroidea, metdstasis ganglionares
y elevado riesgo de recidiva tumoral y mortalidad. En estos pacientes no existe asociacién con
edad, sexo masculino, tamafio tumoral ni multifocalidad. Al examinar por separado los
pacientes con variante folicular, estos autores no encuentran relacién entre BRAF'**** y los
parametros clinicopatolégicos analizados, mientras que en los pacientes de CPT de tipo clasico,
la mutacién BRAF™"*** se encuentra relacionada con tamafio tumoral, invasion extratiroidea,
metdstasis ganglionares, riesgo de recidiva tumoral y mortalidad.

En nuestro estudio, para comprobar que los resultados obtenidos no estaban influidos por el
subtipo histolégico, realizamos un analisis de la relacion entre la presencia de la mutacidn
BRAF™®** v las caracteristicas clinicopatolégicas mas importantes (metastasis linfaticas y a
distancia, extension peritiroidea, multifocalidad, tamafio), estratificando por variante
histoldgica. La estratificacion por variable histoldgica no generd diferencias significativas en
cuanto a la distribucion de la presencia de la mutacién BRAF'*** en ninguna de las variables
analizadas. En nuestros pacientes, esto puede ser debido a que la prevalencia de la mutacion
en los subtipos clasico y folicular es practicamente la misma, asi como la distribucion de
metastasis ganglionares, distantes, etc. en estos pacientes también es similar.

En la cohorte de Oler y Cerruti (2009) sélo se encontrd asociacién con BRAF™*** y tamafio

tumoral con el subtipo clasico de CPT. Sin embargo, también se detectd la mutacién en el
38,1% de los tumores de menos de 1 cm. Los autores atribuyen este hallazgo a que la mayor
parte de sus microcarcinomas papilares con braf mutado eran metastaticos (71,4%). En
nuestro caso, si bien es cierto que aparece la mutaciéon BRAF7°** en el 33,3% de los casos de
microCPT (Tabla R3.2.1), una prevalencia similar a la descrita por Oler y Cerruti en microCPT,
éstos sélo correspondian a pacientes con metastasis en el 18,2% (2/11). Por tanto, no
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podemos justificar la relacién de BRAF™7°** de con una mayor agresividad en este subtipo
histoldgico, atendiendo a la presencia de metdstasis en esos pacientes.

Varios estudios muestran que a menudo existen componentes de CPT en carcinomas
anaplasicos de tiroides que portan la mutacién BRAF™*®* y en tales casos, ambos
componentes, papilares y anapldsicos, normalmente mantienen la presencia de la mutacion
BRAF'79%" (Nikiforova et al, 2003°; Begum et al, 2004; Quiros et al, 2005; Takano et al, 2007).
Esto sugiere que la mutacion BRAF*** podria jugar un papel en la estimulacién de la
progresion de carcinoma papilar a anaplasico. En nuestro caso, no podemos aportar evidencia
al respecto, ya que los 4 pacientes (2 en la Fase 1 y 2 en la Fase 2) con carcinoma anaplasico
analizados en este estudio resultaron negativos para la mutacién BRAF'7%,

Metastasis Ganglionares

Como se ha mencionado anteriormente, en muchos estudios se ha descrito la asociacidén entre
la mutacion BRAF™*® y la presencia de metastasis ganglionares en el momento del
diagndstico (Kim et al, 2004; Xing et al, 2005; Kim et al, 2006; Kebebew et al, 2007; Lee et al,
2007; Lupi et al, 2007; Nakayama et al, 2007; Abubaker et al, 2008; Frasca et al, 2008; Oler &
Cerutti, 2009). Otros estudios, incluido el meta-analisis, no encuentran esta asociacidon
(Puxeddu et al, 2004; Liu et al, 2005; Trovisco et al, 2005; Lee et al, 2007; Costa et al, 2008; Ito
et al, 2009).

T1799A con la

En nuestros pacientes, no hallamos asociacién de la presencia de la mutacidn BRAF
aparicidén de metastasis linfaticas cervicales,

En concordancia con el papel de la mutacion BRAF™** en las metastasis ganglionares, varios

estudios han observado una elevada prevalencia de la mutacién BRAF™*** en los nédulos
linfaticos metastatizados de CPT (Oler et al, 2005; Vasko et al, 2005; Giannini et al, 2007;
Rodolico et al, 2007; Cafiadas et al, 2008; Costa et al, 2008). En uno de estos estudios se
encontré ademdas que la presencia la mutacién BRAF°** en los nddulos linfaticos
metastatizados estaba asociada con un mayor tamafio de las metdstasis y con extension extra-
nodular (Rodolico et al, 2007). Curiosamente, en estos estudios, la mutacién BRAF*** se
encontré en ocasiones en las metdstasis ganglionares pero no en el tumor primario, lo que
sugiere que esta mutacién puede aparecer de novo en células de CPT metastatizadas a los

ganglios linfaticos (Park et al, 2006; Caihadas et al, 2008; Lin et al, 2008).
Metastasis Distantes

Ya que las metdstasis distantes del CPT son infrecuentes, particularmente en pacientes
adultos, pocos estudios han presentado suficiente nimero de casos para poder encontrar una
asociacion significativa (Namba et al, 2003; Kebebew et al, 2007). En nuestro caso, con
solamente 3 pacientes con metdstasis distantes en el momento del diagndstico, y sélo 1
positivo para la mutacion BRAF'*?*, esta relacidn tampoco aparece (Tabla R3.3.2), al igual que
han descrito otros autores (Liu et a/, 2005; Costa et al, 2008; Elisei et al, 2008; Ito et al, 2009).

Otros Parametros Histopatoldégicos

En nuestros pacientes, no encontramos asociacion de la presencia de la mutacién BRAF'7**

con invasion extratiroidea, multifocalidad, invasién capsular, invasion vascular, necrosis
tumoral o actividad mitética.

Muchos investigadores han encontrado asociacion entre la invasidn extratiroidea y la
BRAF™%* (Nikiforova et al, 2003°; Xing et al, 2005; Adeniran et al, 2006; Jo et al, 2006; Lee et
al, 2006; Riesco-Eizaguirre et al, 2006; Lee et al, 2007; Lupi et al, 2007; Nakayama et al, 2007;
Frasca et al, 2008; Oler et al, 2008; Wang et al, 2008; Kwak et al, 2009; Lee et al, 2009: Oler &
Cerutti, 2009; Xing et al, 2009). El analisis multivariante estratificando por subtipo histologico
hizo perder la asociacidon en dos de estos estudios (Lupi et al, 2007; Xing et al, 2009), aunque
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en otros dos la relacién permanecié independiente (Frasca et al, 2008; Kwak et al, 2009). Al
igual que en nuestro caso, otros no encuentran ninguna asociacion (Namba et al, 2003; Kim et
al, 2004; Puxeddu et al, 2004; Kim et al, 2005*°; Liu et al, 2005; Trovisco et al, 2005; Jo et al,
2006; Kim et al, 2006¢; Abrosimov et al, 2007; Durante et al, 2007; Kebebew et al, 2007; Zuo et
al, 2007; Costa et al, 2008; Elisei et al, 2008; Ito et al, 2009).

La multifocalidad del tumor es un factor prondstico controvertido en CPT (Gulcelik et al, 2007).
La mutacidon BRAF™%** se ha detectado en los distintos focos de tumores de CPT multicéntrico,
y en las metastasis concomitantes, demostrando en algunos casos una distribucidn
heterogénea (Park et al, 2006; Canadas et al, 2008; Lin et al, 2008). Sélo un estudio describe
una asociacion entre la mutacion BRAF™'*?* y la multicentricidad en el andlisis bivariante, que
se pierde en el multivariante (Lupi et al, 2007). En contraste, dos estudios muestran asociacion
entre la ausencia de multifocalidad y la presencia de la mutacién BRAF™*** (Trovisco et al,
2005; Costa et al, 2008).

La connotacién negativa de la invasidon vascular no esta aceptada incuestionablemente
(Gulcelik et al, 2007). Cuatro estudios han explorado la relacién de la invasidn capsular con la
mutacién BRAF7?% (Trovisco et al, 2005; Lee et al, 2007; Costa et al, 2008; Elisei et al, 2008), y
s6lo uno encontré una asociacién significativa en el andlisis bivariante (Elisei et al, 2008).

Aunque la mayoria de los estudios discutidos anteriormente apoyan la existencia de una
asociacion entre la mutacion BRAF°** y los factores clinicopatoldgicos clasicos de alto riesgo,
algunos estudios no han conseguido obtener una asociacidn significativa (Fugazzola et al,
2004; Puxeddu et al, 2004; Sedliarou et al, 2004; Kim et al, 2005°; Liu et al, 2005; Zhu et al,
2005; Park et al, 2006; Sapio et al, 2006; Abrosimov et al, 2007; Durante et al, 2007; Mitsiades
et al, 2007; Min et al, 2008). No hay una explicacién definitiva para esta inconsistencia de
resultados, pero el relativamente pequefio nimero de casos en la mayoria de los estudios
“negativos” podria ser responsable. De hecho, en algunos de estos estudios se observa una
tendencia de la asociacion de la mutacion BRAF™*** con las caracteristicas clinicopatoldgicas
de alto riesgo, aunque sin alcanzar relevancia estadistica (Fugazzola et al, 2004; Zhu et al,
2005; Min et al, 2008).

Ademas, entre distintos estudios existen variaciones en la extension de la enfermedad en el
momento del diagndstico inicial (p. ej. un CPT en un estadio temprano con pequefio tamafo
tumoral tiene menos probabilidad de estar asociado a caracteristicas patolégicas agresivas),
variaciones en el nivel de detalle de la descripcidn patoldgica en los registros de los pacientes,
y variaciones en los criterios y protocolos usados para la recoleccién de datos, podrian
contribuir, al menos parcialmente, a la discordancia y heterogeneidad de resultados.

En nuestro caso, es conveniente resaltar que no fue posible obtener informacién acerca de
multifocalidad, invasidn vascular y capsular, necrosis tumoral y actividad mitdtica en todos los
pacientes, ya que estos datos no se encontraban disponibles. Debido a este hecho, no
podemos descartar la posibilidad de haber perdido significacién estadistica en las asociaciones
de la mutacién BRAF'*?* con esos parametros.

Las variaciones en los criterios diagndsticos usados por diferentes patdlogos, particularmente
los criterios para definir los diversos subtipos de CPT, también podrian haber contribuido a que
algunos de los hallazgos no resultaran consistentes (Xing, 2007), considerando el hecho de que
la prevalencia de la mutacién BRAF™7*** es muy variable entre los diferentes subtipos de CPT,
cada uno de los cuales estd asociado con diferentes niveles de agresividad, como se ha
discutido anteriormente. De hecho, en el estudio de Xing y colaboradores (2005), en el cual los
subtipos de CPT se incluyeron en el analisis de regresidn logistica multivariante, se perdia la
asociacion de la mutacion BRAF™*** con algunas de las caracteristicas clinicopatoldgicas
previamente descrita.
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3.2. Asociacién de la presencia de la mutacién BRAF™7*** con la recidiva tumoral. Se

estudiard la relacién entre la presencia de la mutacion BRAF™7?** en el tumor primario y la
recidiva tumoral durante la evolucion de la enfermedad en los pacientes con carcinoma papilar
de tiroides que hayan completado 15 de meses de seguimiento.

Asociacion entre las caracteristicas clinicopatoldgicas de alto riesgo y la recidiva tumoral

El analisis de nuestros pacientes durante una mediana de seguimiento de 64,1 meses (Figura
R3.1.9) reveld asociaciones significativas de la recidiva de CPT con algunas de las caracteristicas
clinicopatoldgicas del tumor primario de mayor agresividad, como multifocalidad, invasion
extratiroidea e invasion vascular, asi como con la presencia de metastasis en ganglios linfaticos
en el momento del diagndstico (Tabla R3.4.1). Sin embargo, tras el analisis multivariante
mediante regresion logistica para determinar los posibles efectos confusores, la Unica variable
que se mantuvo como indicador prondstico independiente de la recidiva fue la extension
extratiroidea, con una OR de 6,5 (ICqyy: 2,2-19,1; p=0,004), perdiéndose la relevancia
estadistica de todas las demas. La inclusidn de otros factores prondsticos (edad, sexo, tamafio,
BRAF'?** estadio TNM) no produjo ninguna variacién en el modelo. Por tanto, segin
nuestros datos, la presencia de extensién extratiroidea en el tumor primario es de gran valor
en la identificacién de pacientes con un elevado riesgo de recidiva de carcinoma papilar, por lo
que este parametro debe ser tomado en consideracidn en la planificacién del tratamiento y
seguimiento de estos pacientes.

Recidiva, estadio y sistemas de estratificacion del riesgo

Al contrario que muchos otros tumores sélidos, el riesgo de recidiva y el de muerte por cancer
de tiroides no siempre son concordantes (Mazzaferri & Kloos, 2001). El sistema de
estadificacion de la AJCC (Greene et al, 2002), ampliamente usado en oncologia, esta disefiado
para estratificar el riesgo de muerte, pero no necesariamente el de recidiva. Es valorable el
esfuerzo realizado por diversos autores por encontrar el mejor sistema de puntuacion
prondstica para predecir el desenlace de los pacientes con CPT; sin embargo, los resultados de
estos estudios indican que ninguno de los sistemas es completamente fiable (Kingma et al,
1991; Voutilainen et al, 2003; D’Avanzo et al, 2004). Algunos autores demuestran claramente
que el sistema de estadificacion TNM, no estd adaptado para predecir recidiva, ya que no
considera de forma adecuada las metdstasis ganglionares (Leboulleux et al, 2005; Elisei et al,
2008), que es de hecho uno de los principales problemas clinicos en el desenlace de los
pacientes con CPT (Hay et al, 1993; Voutilainen et al, 2003).

Nosotros hemos observado que, de todos los sistemas analizados en este estudio para
clasificacidon del riesgo en cancer de tiroides, los que mejor clasificaron a los pacientes en
cuanto a la probabilidad de recidiva fueron el sistema AMES y el MACIS (Tabla R3.4.4), con
aproximadamente un riesgo relativo tres veces superior de presentar recidiva en los pacientes
clasificados de “alto riesgo” que en los clasificados de “bajo riesgo”. Sin embargo, el 59,1% de
los pacientes clasificados que presentaron recidiva habian sido clasificados de “bajo riesgo”
con ambos sistemas, por lo que ni AMES ni MACIS fueron capaces de pronosticar mas del
40,9% de las recidivas de forma acertada. Mas aun, ninguno de los sistemas de estratificacién
del riesgo clasificd correctamente a mas de la mitad de los pacientes con recidiva (Tabla
R3.4.4).

T1799A

Asociacion de la presencia de la mutacion BRAF con recidiva de CPT

El valor predictivo de la mutacién BRAF™*** para recidiva de CPT ha sido investigado

especificamente en varios estudios recientes (Fugazzola et al, 2004; Xing et al, 2005; Kim et al,
2006°; Riesco-Eizaguirre et al, 2006; Sapio et al, 2006; Kebebew et al, 2007; Abubaker et al,
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2008; Costa et al, 2008; Elisei et al, 2008; Oler et al, 2008; Oler & Cerutti, 2009; Xing et al,
2009).

El primer gran estudio multicéntrico analiza retrospectivamente, en 219 pacientes con CPT
procedentes de USA, Ucrania e Italia, la relacién entre la mutacién BRAF™*** y varias
caracteristicas patoldgicas de agresividad, como invasidon extratiroidea, metdastasis
ganglionares, estadios tumorales avanzados y subtipos histoldgicos agresivos, tras un periodo
de seguimiento clinico medio de 15 meses (Xing et al, 2005). Este trabajo demuestra una
estrecha asociacion de la mutacién BRAF™*** con la recidiva de CPT, incluso en el subgrupo de
pacientes con estadios clinicopatoldgicos iniciales de bajo grado I/Il, que generalmente tiene
bajo riesgo de recidiva. Tras el andlisis multivariante ajustado por todos los factores
clinicopatoldgicos confusores clasicos, incluyendo subtipo tumoral e historia de tratamiento
con radioyodo, la OR resultante fue de 4,0 (ICqgsy: 1,1-14,1; p=0,03) en pacientes positivos para
la mutacién BRAF™°** (Xing et al, 2005). De modo similar, un estudio coreano posterior en una
serie de 203 pacientes con CPT-Clasico, demostré con el andlisis univariante una estrecha
asociacion de la mutacion BRAF™°** con recidiva tumoral; sin embargo, esta asociacion se
pierde tras aplicar un analisis multivariante ajustado por los parametros clinicopatoldgicos
edad, sexo, tamafio tumoral, extension extratiroidea, multifocalidad y metastasis ganglionares
(Kim et al, 2006°).

Un estudio espafiol constituido por 67 pacientes de CPT con un periodo de seguimiento de 3
afios (mediana), también encuentra una fuerte asociacién entre la mutacion BRAF"** y |a
recidiva de CPT (Riesco-Eizaguirre et al, 2006). Otro estudio italiano observa una tendencia a la
asociacion de la mutacién BRAF™?* con la recidiva de CPT, aunque sin alcanzar significacion
estadistica (Fugazzola et al, 2004).

Posteriormente, otro gran estudio norteamericano también muestra en el andlisis
multivariante una asociacién de la mutaciéon BRAF*** con recidiva o persistencia de CPT-
Clasico independiente de factores clinicopatoldgicos de riesgo, incluso en CPT en Estadio |
(Kebebew et al, 2007), confirmando los resultados de Xing y colaboradores (2005). Aunque los
tiempos de seguimiento medios, regiones geograficas y origenes étnicos de los pacientes son
muy diferentes entre ambos estudios, el patrén de la relacién de la mutacién BRAF"*** con la
recidiva de CPT es muy similar.

Por tanto, independientemente del nivel de riesgo asociado a factores étnicos, geograficos y
clinicos pre-existentes, la mutacion BRAF'*** parece afiadir un incremento al riesgo de
recidiva de CPT; siendo la OR global de estos cinco estudios para el riesgo de CPT asociado a la
mutacion BRAF*** es 2,65 (ICqsy: 1,77-3,96; p<0,001) (Xing, 2007).

Estudios posteriores realizados en pacientes de diversos origenes étnicos y geograficos de todo
el mundo han confirmado estos hallazgos (Abubaker et al, 2008; Costa et al, 2008; Elisei et al,
2008; Oler & Cerutti, 2009; Xing et al, 2009), mostrando elevadas OR para persistencia/recidiva
de CPT que oscilan entre 1,91-5,40 (Xing, 2010). Basandose en los estudios que han hallado
asociacion entre recidiva y la mutacién BRAF'°** |as probabilidades predictivas positivas y
negativas de este marcador molecular para predecir recidiva de CPT son 28% y 87%,
respectivamente (Xing, 2010). Estos datos apoyan la idea de que la mutacién BRAF*"*** podria
jugar un importante papel en la formacidn, progresion y agresividad del CPT.

En nuestro caso, los pacientes proceden de una Unica institucion y han sido tratados y seguidos
de forma uniforme de acuerdo a los criterios establecidos por la Unidad de Tiroides del HUVN,
con lo que se asegura la homogeneidad de los casos. En los pacientes de cancer de tiroides
(tumores mayores de 1 cm), se realiza rutinariamente tiroidectomia total o casi total, mas
tratamiento ablativo de restos tiroideos con ™!l a los 3 meses en los de alto riesgo (>1cm y
restos tiroideos o extratiroideos demostrados en el rastreo tras tiroidectomia total) (Pacini et
al, 2007). Ademas, segun protocolo de la Unidad de Tiroides del HUVN, en la identificacion de
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recidiva de cancer de tiroides hemos considerado principalmente las técnicas usadas de forma
rutinaria para identificacion de cancer de tiroides, como es el rastreo de cuerpo completo con
radioyodo, pero considerando también aquéllos casos detectados por otros métodos (PET/TC,
ecografia, cirugia, TAC), segun criterio de la Unidad de Tiroides del HUVN en los casos de duda.
Para el analisis relativo a recidiva seleccionamos a 97 pacientes con mas de 15 meses de
seguimiento, del total de 106 pacientes de CPT. Con ello aseguramos que todos los pacientes
incluidos en el grupo de seguimiento habian recibido al menos la dosis ablativa de restos
tiroideos (3 meses), y se habian sometido al primer rastreo (12 meses tras la dosis ablativa). El
tiempo de seguimiento de nuestros pacientes ha sido relativamente largo (mediana de
seguimiento=64,1 meses), encontrandose entre los cuatro estudios con un periodo de
seguimiento mas largo de la bibliografia (Fugazzola et al, 2006; Kim et al, 2006%; Kebebew et al,
2007; Elisei et al, 2008), lo que es fundamental para poder observar la recidiva de tumores con
velocidad de crecimiento lenta.

La aparicion de recidiva tumoral en nuestros pacientes no se encontré estadisticamente
asociada con la presencia de la mutacién BRAF"°** en el tumor primario. De 97 pacientes del
grupo de seguimiento, aparecié recidiva tumoral en 22 casos (22,7%), y s6lo 9 (9/22; 40,9%)
eran positivos para la mutacién BRAF'"°** en su tumor primario. De hecho, se produjo una
tendencia a presentar menos recidiva en los pacientes BRAF**** positivos (9/45; 20,0%) que
en los negativos (13/52; 25,0%) (Tablas R3.4.5 y R3.4.6). La estratificaciéon por subtipo
histolégico no generd ninguna diferencia significativa en cuanto a la distribucidon de Ia
presencia de la mutacién BRAF7°** en pacientes con/sin recidiva.

La presencia de la mutacién BRAF™*** en el tumor primario de estos pacientes tampoco se

encontré asociada a la necesidad de nuevos tratamientos ablativos con *'I o de otras
intervenciones quirurgicas debidas a la aparicién de metastasis (Tablas R3.4.5 y R3.4.6).

En resumen, atendiendo a los hallazgos obtenidos en nuestra investigacion, la presencia de la
mutacion BRAF™?* no constituye un factor predictivo de recidiva de CPT.

T1799A

Valor prondéstico de la mutaciéon BRAF para persistencia de la enfermedad

En la literatura hay pocos estudios con un tiempo de seguimiento relativamente largo que
hayan analizado la activacion del oncogén braf y el desenlace de los pacientes de CPT: 6 afios
(Fugazzola et al, 2006; Kebebew et al, 2007), 7,3 afios (Kim et al, 2006°), 11,7 afios (Costa et al,
2008) y 15 afios (Elisei et al, 2008), con resultados discrepantes, encontrando asociacién en
tres estudios (Kim et al, 2006 Kebebew et al, 2007; Elisei et al, 2008). En la serie de Elisei y
colaboradores (2008), con 15 afios de tiempo de seguimiento medio, el mas largo hasta el
momento, la mutaciéon BRAF'7°** acttia como un factor de mal prondstico para el desenlace de
los pacientes con CPT (libres de enfermedad frente a enfermos o fallecidos por Ila
enfermedad). Interesantemente, su estudio demuestra que la presencia de la mutacidn
BRAF™*** representa un factor de riesgo para el fracaso del tratamiento de los pacientes de
CPT, independientemente de todos los demas factores prondsticos de riesgo negativos y, en
particular, de la extension del tumor en el momento de la intervencién quirdrgica. Ademas,
demuestra que los pacientes positivos para la mutacién BRAF™*** no tienen solamente un
peor desenlace en términos de persistencia de la enfermedad, sino que también presentan
una supervivencia menor (Elisei et al, 2008).

En nuestro caso, con una mediana de seguimiento de 5,3 afios, no se ha evidenciado una
relacion entre la mutacion BRAF7*** y el desenlace del paciente. De nuestro grupo de 97
pacientes en seguimiento, ninguno fallecid a causa del CPT. De los 76 pacientes con mas de 27
meses de seguimiento, el 14,5% (11/76) se encontraban enfermos al final del periodo de
estudio (Tabla R3.4.6). Aunque este porcentaje es equiparable al descrito en el estudio de
Elisei y colaboradores (2008), donde la persistencia de enfermedad es mucho mayor en
pacientes braf positivos (braf +: 21,1% vs braf -: 7,8%), en nuestros pacientes la distribucién de
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la mutacién BRAF™7°** en el grupo de enfermos se encuentra mas equilibrada (braf +: 17,6% vs

braf -: 11,9%), lo que ha provocado la ausencia de significacion estadistica.

T1799A

Asociacion de la mutacion BRAF con la pérdida de la avidez por radioyodo.

Actualmente, el pilar principal del tratamiento médico para el CPT tras tiroidectomia es la
terapia ablativa con radioyodo; para la recidiva de CPT, también se limita en gran medida a la
terapia con radioyodo. Sin embargo, el cancer de tiroides puede perder la avidez por
radioyodo, una causa principal del fracaso del tratamiento con radioyodo y de la morbilidad y
mortalidad asociadas (Ain, 2000; Sherman et al, 2005; Cooper et al, 2009).

Aunque se conocen varios factores clinicopatoldgicos asociados con un mayor riesgo de
recidiva de cancer de tiroides, no se ha identificado ningln factor que prediga la pérdida de la
avidez por radioyodo en el tumor recurrente (Xing, 2007). Como se ha discutido
anteriormente, existe un mayor porcentaje de recidiva en tumores positivos para la mutacidn
BRAF™7%9 (Xing et al, 2005; Kebebew et al, 2007; Costa et al, 2008; Oler & Cerutti, 2009);
también se ha sefialado que la mayor parte de estas recidivas presentan una baja avidez por
B 'y por tanto, son predictores de un mal prondstico, debido a que el tratamiento con **!I no
es efectivo (Riesco-Eizaguirre et al, 2006; Mian et al, 2008).

El estudio de Xing y colaboradores (2005) muestra una interesante asociacidon entre la
presencia de la mutacion BRAF'°** en el tumor primario y la pérdida de avidez por radioyodo
en el tumor recurrente. Asi, los pacientes con tumores primarios positivos para la mutacion
BRAF™?** necesitaron tratamientos mas agresivos para la recidiva de CPT, incluyendo cirugia
y terapia con radiacion externa, mientras que los pacientes cuyo tumor primario era negativo
para la mutacién BRAF™?" sélo requirieron repeticién del tratamiento con radioyodo en la
mayor parte de los casos. En muchos casos, el tratamiento para la recidiva tumoral fracasoé en
el grupo positivo, y los pacientes continuaron presentando enfermedad persistente, mientras
que los pacientes del grupo negativo para la mutacién BRAF'*** se encontraban todos
curados de la recidiva, normalmente con una sola repeticién de la terapia con radioyodo (Xing
et al, 2005).

Dos estudios ha descrito una tendencia a la asociacién entre la mutacién BRAF'**** en el

tumor primario o en la lesidn recurrente, y la pérdida de avidez por radioyodo en el tumor
recurrente, que debido presumiblemente al pequefio nimero de casos estudiados, no alcanza
significacién estadistica (Riesco-Eizaguirre et al, 2006; Mian et al, 2008). Estos autores
muestran que los tumores positivos para la mutacidn presentan mayor riesgo de recidiva, y
sugieren ademas que pueden haberse desdiferenciado, ya que la captacién de **'l es nula en la
mayoria de las recidivas positivas para la mutacion BRAF'°**, debido probablemente a la
internalizacidn la proteina NIS.

Esta idea es consistente con las publicaciones recientes que muestran las fuertes asociaciones
entre la mutacién BRAF'"*** y el silenciamiento de genes en CPT, como el transportador apical
de yoduro SLC5A8 (Porra et al, 2005) y la enzima tiroperoxidasa (TPO), clave en la
metabolizacion del yodo (Giordano et al, 2005). Ademas, se ha demostrado in vitro que braf
disminuye la actividad de los promotores de nis, tshr (receptor de TSH) y tpo (Mitsutake et al,
2005; Riesco-Eizaguirre et al, 2006; Liu et al, 2007). Los datos clinicos se correlacionan con
resultados obtenidos en ratones transgénicos en los que se muestra que la mutacion
BRAF™?* es capaz de iniciar la formacion del CPT y promover la agresividad mediante una
disminucién de la expresion de tpo, nis y tiroglobulina (Knauf et al, 2005). De acuerdo con
estas evidencias, el papel de la mutacién BRAF™7*** como factor de mal prondstico podria
estar relacionado con un proceso de desdiferenciacion.

En nuestro estudio, no encontramos asociacién entre el estado de BRAF'7%

tumoral, ni tampoco con la necesidad de nuevos tratamientos ablativos con
mayores de "*'I. El porcentaje de pacientes positivos para la mutacién BRAF7%*

y recidiva
| o de dosis
gue necesitd
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més de una dosis de tratamiento con **'I fue inferior a la de los negativos (15,6% vs 21,2%,

Tabla R3.4.7), aunque esta diferencia no resultd estadisticamente significativa. Tampoco se
encontraron diferencias en las dosis iniciales o totales de ™' recibidas por los pacientes
incluidos en el estudio, en funcién de la presencia de la mutaciéon BRAF™*** en el tumor
original.

Al igual que en la serie de Riesco-Eizaguirre y colaboradores (2006), en la que el 66,7% (6/9) de
los pacientes positivos para BRAF™'*** presentaban rastreos negativos en el momento de la
recidiva, el 75% de nuestros pacientes (3/4; Tabla R3.4.9) presentaban un rastreo corporal
total negativo, aunque esta tendencia no alcanzé significacion estadistica, presumiblemente
debido al pequefio nimero de casos.

Una idea interesante seria estudiar el estado de la mutacién BRAF"°** en las metéstasis que

no captaron 'l en el rastreo corporal total, en los casos que se produjera exéresis de la
misma. Ya que en nuestro estudio hemos analizado la presencia de la mutacién BRAF'7*
solamente en el tumor primario, no podemos asegurar si los pacientes con rastreos positivos o
negativos correspondian a metastasis positivas/negativas para el estado de la mutacién
BRAFT1799A.

En resumen, al contrario que en otros estudios, no se observd ninguna asociacion
estadisticamente significativa entre la presencia de la mutaciéon BRAF'Y*** y los parametros
relacionados con el tratamiento con **!I medidos en este estudio.

Conclusiones generales de la Fase 3

Los datos del presente estudio confirman la asociacién entre la mutacion BRAF™*** y algunos

de los parametros clinicopatoldgicos hallados por otros autores, en lo que se refiere al tamafio
tumoral, en especial a partir de 1cm, y a una edad superior a 60 afios (Namba et al, 2003;
Nikiforova et al, 2003% Xu et al, 2003; Fugazzola et al, 2004; Kim et al, 2004; Puxeddu et al,
2004; Sedliarou et al, 2004; Kim et al, 2005*°; Liu et al, 2005; Powell et al, 2005; Trovisco et al,
2005; Xing et al, 2005; Adeniran et al, 2006; Fugazzola et al, 2006; Jin et al, 2006; Jo et al, 2006;
Kim et al, 2006°“°; Lee et al, 2006; Park et al, 2006; Riesco-Eizaguirre et al, 2006; Sapio et al,
2006; Abrosimov et al, 2007; Durante et al, 2007; Kebebew et al, 2007; Lupi et al, 2007;
Mitsiades et al, 2007; Rodolico et al, 2007; Frasca et al, 2008).

En nuestros pacientes, la recidiva tumoral de CPT esta asociada a multifocalidad, invasion
extratiroidea, metastasis linfaticas, e invasidon vascular, cuando éstas se analizan de forma
separada, pero la Unica asociacidn independiente con recidiva tumoral es la extensidn
extratiroidea del tumor.

Sin embargo, de nuestros resultados no puede inferirse que la mutacién BRAF""*** confiera un

comportamiento/fenotipo mas agresivo, reflejado en caracteristicas histopatolédgicas de mayor
riesgo, como multifocalidad, invasidn capsular/vascular, extensidn extratiroidea, etc., asi como
presencia de metastasis regionales o distantes en el momento del diagnéstico del CPT positivo
para la mutacidn BRAF™*®, ni un mayor riesgo de recidiva tumoral o persistencia de
enfermedad en los pacientes de CPT.



DISCUSION

CONSIDERACIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Relevancia clinica del estado de la mutacién BRAF7*°*

clinicopatoladgica del riesgo en cancer de tiroides.

como complemento de la evaluacién

Actualmente, la evaluacidn clinicopatoldgica tradicional constituye la base sobre la que se
establece la estratificacion del riesgo en pacientes con cancer de tiroides (Sherman et al, 2007,
Cooper et al, 2009). Varias caracteristicas clinicopatoldgicas son factores clasicos de alto
riesgo, incluyendo la edad al diagnéstico, sexo masculino, tamafio tumoral elevado, invasion
extratiroidea, metastasis en ganglios linfaticos, metastasis a distancia y estadios avanzados de
la enfermedad (DeGroot et al, 1990; Mazzaferri & Jhiang, 1994; Sherman et al, 1998;
Mazzaferri & Kloos, 2001; Tanaka et al, 2005; Mazzaferri, 2006%; Sherman et al, 2007). Cada
uno de estos factores de riesgo ha demostrado su asociacién con un elevado riesgo de
progresion, recidiva e incluso morbilidad y mortalidad del cancer de tiroides. En el caso del
CPT, el subtipo histolégico es un factor adicional importante en la evaluacién del riesgo,
asociados con agresividad tumoral en el orden: CPT-CA > CPT-Clasico > CPT-VF (Chan, 1990;
Xing, 2005% Keelawat & Poumsuk, 2006; Lang et al, 2006; Michels et al, 2007), como se ha
comentado anteriormente.

Para reducir la morbilidad y mortalidad del CPT, y optimizar el manejo de los pacientes afectos,
se establece de forma rutinaria la extension inicial de la enfermedad y la prediccién del riesgo
de recidiva. En la actualidad, la estratificacién del riesgo es la principal consideracién en la
determinacidn de la agresividad con la que manejar el cancer de tiroides, incluyendo tanto la
extension del tratamiento inicial, como la decisién de tratar con ablacién con radioyodo tras la
tiroidectomia, asi como el grado de vigilancia en el seguimiento posterior del paciente y la
frecuencia con la que se han de realizar los analisis de control durante este seguimiento. Sin
embargo, la fiabilidad de estas estrategias basadas en criterios histopatolédgicos puede ser
cuestionable, particularmente en pacientes con estadios clinicopatoldgicos tradicionalmente
bajos (Mazzaferri & Kloos, 2001; Mazzaferri, 2006b).

Teniendo en cuenta que la incidencia del cancer de tiroides se encuentra en aumento, debido
especialmente al diagndstico de mas casos de CPT de pequefio tamafio, seria de gran ayuda
poder complementar los sistemas actuales de estratificacion del riesgo con marcadores
moleculares, como se ha sugerido respecto a la mutacién BRAF'°** en particular para la toma
de decisiones quirurgicas y de manejo clinico (Xing, 2007).

Algunos cirujanos proponen la diseccién de los nddulos del compartimento central del cuello
como medida profilactica en el momento de la cirugia inicial, debido a que el uso post-
operatorio de ultrasonidos y niveles de tiroglobulina estan detectando enfermedad que no era
detectada en el pasado. En esta situacidn, seria muy util contar con un pardmetro
independiente de persistencia/recidiva de enfermedad, como seria el estado de la mutacién
BRAF™?** que identificara los casos con mayor riesgo de recidiva/persistencia, para justificar
el vaciamiento del compartimento central en los pacientes cuyo tumor se encuentra localizado
en tiroides, sin afectacidn linfatica. Para el grupo de Xing y colaboradores, con una dilatada
trayectoria cientifica estudiando la mutacién BRAF™*** en CPT, su asociacién con la recidiva
tumoral esta plenamente confirmada. Estos autores sugieren la implementacion del andlisis
preoperatorio de la mutaciéon BRAF"*** en la citologia de tiroides, como complemento til y
objetivo a los parametros prondsticos utilizados normalmente, para predecir la agresividad de
la enfermedad en el momento de decidir la extensién de la cirugia y la necesidad de terapia
adyuvante (Xing, 2007; Xing et al, 2009; Xing, 2010).

La percepcion general que se extrae de la revision de la literatura es que la mutacion
BRAF™?** s un indicador de prondstico adverso para el CPT. Sin embargo, su aplicacién en la
rutina clinica para la estratificaciéon prondstica se encuentra obstaculizada por los datos
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discrepantes de los estudios de correlacién, que no generan una evidencia clinica con
suficiente solidez para ser reconocida uniformemente por la comunidad cientifica.

Estas discrepancias se han atribuido a la heterogeneidad de las variantes histolégicas del CPT,
edad del grupo analizado, diferencias genéticas subyacentes de las poblaciones consideradas y
en términos de tamafio muestral. Otra posible explicacién es la extensién y duracién de la
enfermedad en el momento en que los pacientes entran en el estudio, es decir, el momento
del tratamiento inicial, debidas a las diferencias geogréficas en el momento de deteccion del
cancer de tiroides (Puxeddu et al, 2008). De hecho, los paises caracterizados por un sistema de
salud gratuito y facilmente accesible, conscientes de la enfermedad tiroidea debida la difusion
del bocio endémico, y con uso serio de la ultrasonografia de tiroides, pueden presentar un
mayor numero de carcinomas de tiroides detectados incidentalmente, de forma temprana,
que pueden no haber expresado su potencial agresivo por completo, posibilitando un
tratamiento quirurgico inicial mas completo. La situacién podria ser diferente en paises donde
los tumores mds frecuentemente detectados son aquéllos que se reconocen cuando son
clinicamente evidentes.

De nuestros resultados, como de los de muchos autores (Nikiforova et al, 2003%; Namba et al,
2003; Puxeddu et al, 2004; Sedliarou et al, 2004; Liu et al, 2005; Trovisco et al, 2005; Fugazzola
et al, 2006; Jo et al, 2006; Kim et al, 2006%; Sapio et al, 2006; Zuo et al, 2007; Costa et al, 2008;
Elisei et al, 2008; Frasca et al, 2008; Ito et al, 2009; Kwak et al, 2009) no puede inferirse una
asociacion consistente entre el estado de la mutacién BRAF™*** y un comportamiento tumoral
mas agresivo, lo que sugiere que BRAF'799A per se es insuficiente para inducir ese fenotipo.

La elevada prevalencia de las mutaciones braf (20-52%) descrita en microcarcinomas papilares,
gue normalmente representan hallazgos incidentales y son considerados de buen prondstico
entre los carcinomas tiroideos, parece argumentar también en contra de la utilidad de la
deteccién de BRAF™°** en la estratificacion del riesgo en CPT. (Nikiforova et al, 2003%
Sedliarou et al, 2004; Kim et al, 2005°; Liu et al, 2005; Trovisco et al, 2005; Lee et al, 2006),
Incluso en microcarcinomas papilares de comportamiento agresivo inusual, no se ha
evidenciado correlacién entre la mutaciéon BRAF'7994 y la agresividad tumoral (Kim et al, 2005":
Min et al 2008; Lee et al, 2009).

El hecho de que las mutaciones braf se encuentren también presentes en muchos carcinomas
papilares de tiroides esporadicos de adultos sin evidencia de desdiferenciacidon, que son
curados mediante protocolos de manejo estandar, mostrando una expectativa de
supervivencia similar a la de la poblacién de la misma edad, proporciona mas apoyo a la idea
de que la mutacién BRAF™*?* por si sola es insuficiente para conferir un fenotipo totalmente
agresivo.

La aparicion de mutaciones de braf en las formas histolégicas mds agresivas de los tumores
tiroideos (CPT pobremente diferenciados y carcinomas anapldsicos), originados en CPT pre-
existentes (Begum et al, 2004; Quiros et al, 2005; Takano et al, 2007; Ciampi & Nikiforov, 2005;
Xing, 2005°%), constituye una evidencia molecular de una progresiéon escalonada desde
carcinomas papilares a pobremente diferenciados y a anaplasicos, dentro de un modelo
multietapa de oncogénesis de las células foliculares tiroideas, pero no significa necesariamente
que la activacién de braf per se sea la fuerza conductora que subyace en la desdiferenciacion
celular y el comportamiento tumoral (Costa et al, 2008).

Por tanto, a pesar de la creciente evidencia a favor de la asociacidon de la mutacién BRAF'79%"

con un peor prondstico de CPT, todavia existen discrepancias en los diferentes estudios que
obligan a que la toma de decisiones basada en el estado mutacional de BRAF™*** sea

considerada cuidadosamente.
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONES GENERALES

T1799 an carcinoma de tiroides:

Fase 1. Estudio preliminar de la mutacién BRAF
especificidad y representatividad

La determinacién de la mutaciéon BRAF°** en citologias de tiroides obtenidas por puncién y

aspiracion con aguja fina (PAAF), detecta y preoperatoriamente carcinoma papilar de tiroides
de forma especifica.

Fase 2. Deteccion preoperatoria de carcinoma papilar de tiroides mediante
determinacién de la mutacion BRAF7*°* en citologias de tiroides obtenidas
mediante PAAF

La identificacién de casos de carcinoma papilar de tiroides positivos para la mutacion
BRAF™®** que no fueron detectados por el diagndstico citopatoldgico, incrementa la
sensibilidad de la estrategia diagnéstica mediante PAAF, modificando la orientacidn
diagndstica y terapéutica de estos pacientes. En consecuencia, su implantacién en la rutina
diagndstica del nddulo tiroideo proporcionaria un gran beneficio en el rescate de casos
categorizados como ausentes de malignidad (falsos negativos).

17994 con un fenotipo mas agresivo de

Fase 3. Estudio de la asociacién de la mutacion BRAF
carcinoma papilar de tiroides

En nuestros pacientes, la presencia de la mutacion BRAF™*** en el tumor primario se asocia a

mayor edad al diagnéstico y tamafio tumoral, pero no a la recidiva de carcinoma papilar de
tiroides.

La presencia de la mutacion BRAF™®* en el tumor primario estd asociada
independientemente a los parametros clinicopatolégicos de riesgo tamafio tumoral y edad
superior a 60 afios. La asociacidn de la mutacion BRAF™7°** con estadio AJCC superior a | no es
independiente de los dos pardmetros anteriores (edad y tamafio).

La recidiva de carcinoma papilar de tiroides se encuentra asociada significativamente con
algunas de las caracteristicas clinicopatolégicas de mayor agresividad del tumor primario,
como multifocalidad, invasidn extratiroidea metastasis ganglionares e invasién vascular,
aunque el Unico indicador pronéstico de recidiva independiente es la invasion extratiroidea.

La mutacién BRAF''7%%

tiroides, reflejado en:

per se no confiere un fenotipo mds agresivo al carcinoma papilar de

— caracteristicas histopatolégicas de mayor riesgo, como multifocalidad, invasién
capsular/vascular o extratiroidea, necrosis tumoral o actividad mitética, asi como
presencia de metdstasis ganglionares o distantes en el momento del diagndstico.

— un mayor riesgo de recidiva tumoral o persistencia de enfermedad en los pacientes de
carcinoma papilar.

— dosis terapéuticas de "*'| requeridas.
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CONCLUSIONES INDIVIDUALES

El andlisis de los resultados del presente estudio y su contraste con los publicados al respecto
en la literatura cientifica permiten, a nuestro juicio, formular las siguientes conclusiones:

10.

La mutacién BRAF™7*°* es especifica de carcinoma papilar de tiroides, ya que, en todos

los casos, el resultado fue negativo en el tejido tiroideo normal adyacente a las lesiones
patoldgicas presentadas por los pacientes, asi como en el tejido tumoral de los pacientes
con carcinoma folicular, anaplasico y sarcoma de tiroides. Tampoco se encontrd presente
en el tejido tiroideo patoldgico en los casos de pacientes con bocio multinodular, bocio
difuso o adenoma folicular.

La mutacién BRAF'7?** puede detectarse de forma fiable en el material procedente de
las citologias de tiroides obtenidas mediante PAAF, proporcionando un resultado
representativo de su estado en el nédulo tiroideo puncionado, ya que el resultado del
estado de BRAF'°** en la citologia de tiroides preoperatoria se correlaciona al 100% con
el de la pieza histoldgica procedente de la tiroidectomia.

La determinacion de la mutacién BRAF'7?°* en citologias de tiroides obtenidas mediante
PAAF detecta preoperatoriamente el 40,0% de los casos de carcinoma papilar de tiroides
que se diagnostican en pacientes en estudio de nédulo tiroideo.

La determinacién de la mutacién BRAF'7** en citologias de tiroides obtenidas mediante
PAAF confirma preoperatoriamente el diagnéstico de carcinoma papilar de tiroides en el
33,3% de los casos indeterminados en la PAAF, y hasta el 100% de los casos
diagnosticados como sospecha de carcinoma papilar en la PAAF.

La determinacién de la mutacién BRAF'7** en citologias de tiroides obtenidas mediante
PAAF rescata el 27,3% de los casos de falsos negativos que se presentan con el
diagndstico citopatoldgico, ya que redefine el diagndstico citopatoldgico benigno o no
valorable de esos casos.

La determinacién de la mutacién BRAF'7*°* en citologias de tiroides obtenidas mediante
PAAF detecta carcinoma papilar de tiroides no sospechado en el 0,7% de los pacientes que
se encuentran en estudio de nédulo tiroideo.

La inclusion de la determinacion del estado de la mutaciéon BRAF™'°** de forma rutinaria
en las citologias tiroideas aumenta la sensibilidad de la técnica citopatoldgica para la
deteccion de carcinoma papilar de tiroides desde un 45% hasta un 60%.

La mutacién BRAF'7**" presenta una prevalencia en carcinoma papilar de tiroides del
47,2% (ICQS%: 37,5'56,8%)
La mutacién BRAF™7°** en carcinoma papilar de tiroides estd asociada de forma
independiente a edad superior a 60 afios.

La mutacién BRAF™7°*" est4 asociada de forma independiente a mayor tamafio tumoral,
especialmente a partir de 1 cm de diametro en los pacientes de carcinoma papilar de
tiroides.
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11. La mutacién BRAF'7®* estd asociada a estadio AJCC superior a | en los pacientes de
carcinoma papilar de tiroides, aunque no de forma independiente de edad y tamafo
tumoral.

12. La mutacién BRAF™*®* en carcinoma papilar de tiroides no se encuentra asociada con
invasion extratiroidea, invasion capsular o vascular, necrosis tumoral, actividad mitética,
ni con la aparicion de metastasis ganglionares o a distancia.

13. La recidiva tumoral de carcinoma papilar de tiroides esta asociada de forma bivariante a
multifocalidad, invasidn extratiroidea, metastasis ganglionares, e invasidn vascular, pero la
Unica asociacion independiente con recidiva tumoral es la invasion extratiroidea del
tumor.

14. La recidiva tumoral de carcinoma papilar de tiroides no estd asociada a tamafo tumoral ni

a la presencia de metdstasis a distancia en el momento del diagndstico.

15. De todos los Sistemas para Estratificacion del Riesgo en cancer de tiroides analizados en
este estudio (AJCC, AMES, AGES, MACIS, EORTC, MSKCCD), los que mejor clasifican en
cuanto a la probabilidad de recidiva son el sistema AMES y el MACIS, con un riesgo
relativo aproximadamente tres veces superior de presentar recidiva en los pacientes

clasificados como de alto riesgo.

16. La mutacién BRAF™7°** en el tumor primario no se encuentra asociada a recidiva tumoral
en los pacientes de carcinoma papilar de tiroides.

T1799A

17

La mutaciéon BRAF en el tumor primario no se encuentra asociada a persistencia de
enfermedad en los pacientes de carcinoma papilar de tiroides.

T1799A

18 no estd asociada con la efectividad del
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La presencia de la mutacion BRAF
tratamiento con **'I, medida en base a los parametros dosis inicial/total de
administrada, repeticién del tratamiento, rastreo negativo en el momento de la recidiva y
necesidad ulterior de cirugia.






ABREVIATURAS

ABREVIATURAS Y ACRONIMOS USADOS EN ESTA TESIS

AACE/AME
ADN
AJCC
ARN
ARNmM
ATA

CAT

CcDT

CFT

CMT

CPT
CPT-CC
CPT Clasico
CPT-ED
CPT-TC
CPT-VF
CPT-VF-DIF
dNTP

DT

ECO

ERK

ETA
EUROCARE
FT4

GDP

GTP

Gin

ICqs%
MAPK
met

min
microCPT
NIS

PAAF

Pb

PCR

PET

PI3K

PKA

ras

ret

rhTSH
RMN
SEER
seg
SLC5
SLC5A8
TAC
Tg
TPO
TSH
TSHr
TTF-1
uicc

American Association of Clinical Endocrinologists and Associazione Medici Endocrinologi
acido desoxirribonucleico

American Joint on Cancer Committee

acido ribonucleico

ARN mensajero

American Thyroid Association

carcinoma indiferenciado de tiroides o anaplasico

carcinoma diferenciado de tiroides

carcinoma folicular de tiroides

carcinoma medular de tiroides

carcinoma papilar de tiroides

Carcinoma papilar de tiroides de células claras.

Carcinoma papilar de tiroides tipo cldsico o convencional.

Carcinoma papilar de tiroides variante esclerosante difuso.

Carcinoma papilar de tiroides variante células altas.

Carcinoma papilar de tiroides variante folicular.

Carcinoma papilar de tiroides variante folicular difuso.

deoxinucledtidos trifosfato

desviacion tipica

ecografia

extracellular signal-regulated kinases

European Thyroid Association

EUROpean CAncer REgistry-based study on survival and CARE of cancer patients
hormona T4 libre

guanosina difosfato (guanosine diphosphate)

guanosina trifosfato (guanosine triphosphate)

glutamina

intervalo de confianza del 95%

proteina quinasa activada por mitégenos (mitogen-activated protein kinase)
receptor del factor de crecimiento de hepatocitos

minutos

carcinoma papilar de tiroides variante esclerosante oculto o microcarcinoma
transportador de Na/l, sodium/iodide symporter

puncién y aspiracién con aguja fina

pares de bases

reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
tomografia por emision de positrones

Fosfatidilinositol-3-quinasa (phosphsttidylinositol 3-kinase)

proteina quinasa A

gen RAS p21 protein activator (GTPase activating protein) 1

receptor de membrana para el factor de crecimiento neurotrépico derivado de células
gliales

TSH recombinante humana

resonancia magnética nuclear

Surveillance Epidemiology and End Results

segundos

familia del simporter de sodio (sodium solute symporter)

gen del transportador de yodo (solute carrier family 5 (iodide transporter), member 8)
tomografia axial computerizada

tiroglobulina

tiroperoxidasa

hormona estimulante del tiroides, thyroid-stimulating hormone

receptor de TSH

factor de transcripcion de tiroides-1 (thyroid transcription factor-1)
International Union Against Cancer
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ANEXOS







CLASIFICACION HISTOLOGICA DE TUMORES TIROIDEOS Y PARATIROIDEOS SEGUN LA OMS

Carcinomas de tiroides
Carcinoma papilar
variante folicular
variante macrofolicular
variante oncocitica
variante de células claras
variante esclerosante difusa
variante de células altas
variante de células columnares
variante sélida
carcinoma cribiforme
carcinoma papilar con estroma de tipo fascitis
carcinoma papilar con componente insular focal
carcinoma papilar con células escamosas o carcinoma mucoepidermoide
carcinoma papilar con carcinoma de células fusiformes y gigantes
carcinoma combinado papilar y medular
microcarcinoma papilar
Carcinoma folicular
Carcinoma pobremente diferenciado
Carcinoma indiferenciado (anaplasico)
Carcinoma de células escamosas
Carcinoma mucoepidermoide
Carcinoma mucoepidermoide esclerosante con eosinofilia
Carcinoma mucinoso
Carcinoma medular de tiroides
Carcinoma mixto de células foliculares y medulares
Tumor fusocelular con diferenciacién timica (SETTLE)
Carcinoma mostrando diferenciacidn timica (CASTLE)

Adenomas tiroideos y tumores relacionados
Adenoma folicular
Tumor trabecular hialinizante

Otros tumores tiroideos
Teratoma
Linfoma primario y plasmacitoma
Timoma ectdpico
Angiosarcoma
Tumores de musculo liso
Peripheral nerve sheath tumours
Paraganglioma
Solitary fibrous tumour
Enfermedad de Rosai-Dorfman
Tumor de células foliculares dendriticas
Histiocitosis de células de Langerhans
Tumores secundarios del tiroides

Tumores paratiroideos
Carcinoma de paratiroides
Adenoma de paratiroides
Tumores secundarios de paratiroides

WHO Classification of Tumours. Pathology and Genetics of Tumours of Endocrine Organs.
Edited by Ronald A Delellis, Ricardo V Lloyd, Philipp U Heitz and Charis Eng

ISBN 9 28322 416 7

October 2004
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ANEXO Il

GRUPOS DE RIESGO EN CANCER DE TIROIDES

Sistema AMES

A Edad

M Metastasis distante

E Extensidn del tumor primario
S Tamaio mayor de 5 cm.

Bajo riesgo: supervivencia a 20 afos 99%

Hombre de 40 afios o menor sin metastasis.

Mujer de 50 afios o menor sin metastasis.

Mayores de estas edades: papilar intratiroideo, folicular con minima invasién vascular.
Primarios de <5,0 cm.

No metdstasis a distancia.

Alto riesgo: supervivencia a los 20 afios 61%

Todos los pacientes con metdstasis a distancia.

Papilar extratiroideo, folicular con invasién capsular mayor.

Tumores primarios de 5 cm. 0 mas en pacientes mayores (hombre> 40 afios, mujer> 50 afios).

Cady B, Rossi R.

An expanded view of risk-group definition in differentiated thyroid carcinoma.
Surgery. 1988;104(6):947-53.

Sistema AGES

A Edad al diagnéstico
(0.05 x afio si mayor de 40 afios)
+ 0 si menor de 40 afios
G Grado histopatolégico del tumor
+ 1 si grado histoldgico 2
+ 3 si grado histoldgico 3 6 4.
E Extensidn del tumor
+ 1 si extratiroidea
+ 3 si diseminacidn a distancia.
S Tamaiio del tumor:
+ 0,2 x tamanio del tumor (maximo didametro en cm)

Gradacion AGES Supervivencia seguin puntuacion AGES (a 20 afios)
Grupo 1=0-3,99 99%
Grupo 2 =4-4,99 80%
Grupo 3 =5-5,99 67%
Grupo4=2>6 13%

Hay ID, Grant CS, Taylor WF, McConahey WM.

Ipsilateral lobectomy versus bilateral lobar resection in papillary thyroid carcinoma: a
retrospective analysis of surgical outcome using a novel prognostic scoring system.

Surgery. 1987;102(6):1088-95.
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Sistema MACIS

M (Metastasis distancia) Positivo 3
Negativo 0
A (Age = edad) < 39 afios 3,1
Mayor de 40 afios 0,08 x edad en afio 0
C ompleteness = amplitud de la reseccion:
Incompleta 1
Completa 0
I nvasidn local Positiva 1
Negativa 0
S ize (Tamaiio) 0,3 x tamafio encm
Gradacion MACIS Supervivencia seguin puntuacion MACIS (a 20 aiios)
Riesgo minimo: <6,0 99%
Riesgo bajo: 6,01 a 6,99 89%
Riesgo alto: 7,00a7,99 56%
Riesgo maximo: >a 8,0 24%

Hay ID, Bergstralh EJ, Goellner JR, Ebersold JR, Grant CS.

Predicting outcome in papillary thyroid carcinoma: development of a reliable prognostic
scoring system in a cohort of 1779 patients surgically treated at one institution during 1940
through 1989.

Surgery. 1993;114(6):1050-7; discussion 1057-8.

Grupos de riesgo del Memorial Sloan-Kettering Cancer Center Data

Riesgo Riesgo

Bajo riesgo medio medio Alto riesgo
Edad (afos) <45 <45 >45 >45
Metastasis MO M+ MO M+

Tamaiio T1, T2 T3, T4 T1, T2 T3, T4

. . Folicular y/o . Folicular y/o

Tipo y grado Papilar alto grado Papilar alto grado
Supervivencia a 5 afos (%) 100 96 96 82
Supervivencia a 20 afios (%) 99 85 85 57

Shaha AR, Loree TR, Shah JP.
Intermediate-risk group for differentiated carcinoma of thyroid.
Surgery. 1994;116(6):1036-40; discussion 1040-1.
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Sistema EORTC (European Organization for Research on Treatment of Cancer):

Edad

Sexo

Tipo celular

Tumor anaplasico

Estadio del tumor

Numero de sitios metastasicos

Puntuacion:

Edad + sexo masculino: (+12 puntos)
Medular o folicular poco diferenciado: (+10 puntos)
Tipos de células anaplasicas: (+45 puntos)
Tumor localmente invasivo por fuera del tiroides: (+10 puntos)
Metastasis a distancia: (+15 puntos)
Metastasis multiples: (+15 puntos)
Gradacion:

Grupo 1: <50 puntos

Grupo 2: 50-65 puntos

Grupo 3: 66-83 puntos

Grupo 4: 84-108 puntos

Grupo 5: > 109 puntos

Byar DP, Green SB, Dor P, Williams ED, Colon J, van Gilse HA, Mayer M, Sylvester RJ, van
Glabbeke M.

A prognostic index for thyroid carcinoma. A study of the E.O.R.T.C. Thyroid Cancer Cooperative
Group.

Eur J Cancer. 1979;15(8):1033-41.
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SISTEMA DE ESTADIFICACION EN CANCER DIFERENCIADO DE TIROIDES

CLASIFICACION TNM
Unidn Internacional Contra el Cancer (American Joint Committee on Cancer).

Greene FL, Page DL, Fleming ID, Fritz A, Balch CM, Haller DG, Morrow M.
AJCC Cancer Staging Manual, 62 ed.
Philadelphia, Pa: Lippincott-Raven Publishers; 2002.

CATEGORIA DEFINICION
Tumor primario (T)
X El tumor primario no puede identificarse.
T0 No evidencia de tumor primario.
T1 Tumor de 2 cm. o menos en su dimensién mayor, limitado al tiroides.
T Tumor de mas de 2 cm., pero no mas de 4 cm. en su dimension

mayor, limitado al tiroides.

Tumor de mas de 4 cm. en su dimensidon mayor o cualquier tumor con
T3 minima extensién extratiroidea (Ej. extensidon al musculo
esternotiroideo o a tejidos blandos peritiroideos).

Tumor de cualquier tamafio que sobrepasa la capsula tiroidea para
b

T4a invadir tejidos blandos subcutaneos, laringe, traquea, eséfago o
nervio recurrente laringeo.
Tap® Tumor que invade la fascia prevertebral o infiltra |a arteria carétida o

vasos mediastinicos.
Ganglios linfaticos (N)°

NX Ganglios linfaticos regionales no puede identificarse.

NO No metdastasis regionales en ganglios linfaticos.

N1 Metastasis en ganglios linfaticos regionales.

N1a Metastasis en el nivel IV (pretraqueal, paratraqueal, prelaringea/
ganglios delfianos).

N1b Metastasis ganglionar cervical unilateral, bilateral o contralateral o en

mediastino superior.
Metastasis a distancia (M)

MX Las metastasis no pueden identificarse.
MO No metastasis a distancia.
M1 Metdastasis a distancia.

®Todas las categorias pueden subdividirse:
(1) tumor solitario
(1) tumor multicéntrico (el mas grande determina la clasificacién).

b - .
Todos los anaplasicos son considerados T4:
T4a carcinoma anaplasico intratiroideo (resecable)

T4b carcinoma anaplasico extratiroideo (irresecable).

“Los ganglios regionales son: compartimiento cervical central, lateral y mediastino superior.
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ESTADIO TNM

ESTADIO

Papilar o folicular menor de 45 afos
Estadio |

Estadio Il

Papilar o folicular de 45 aiios o mayor
Estadio |

Estadio Il

Estadio lll

Estadio IVA

Estadio IVB
Estadio IVC

Carcinoma Medular
Estadio |

Estadio Il

Estadio IlI

Estadio IVA

Estadio IVB

Estadio IVC

Carcinoma Anaplésico *
Estadio IVA
Estadio IVB
Estadio IVC

cualquier T
cualquier T

T1
T2
T3

T1
T2
T3
T4a

T4a

T1

T2

T3

T4

T4b
cualquier T

T1
T2
T3
T1
T2
T3
T4a
T4a
T1
T2
T3
T4
T4b

cualquier T

T4a
T4b
cualquier T

a
Cualquier cancer anaplasico es considerado estadio IV.

N

cualquier N
cualquier N

NO

NO

NO

N1la

N1la

N1la

NO

N1la

N1b

N1b

N1b

N1b
cualquier N
cualquier N

NO
NO
NO
Nla
N1a
Nla
NO
N1la
N1b
N1b
N1b
N1b
cualquier N

cualquier N

cualquier N
cualquier N
cualquier N

MO
M1

MO
MO
MO

MO
MO
MO
MO

MO
MO
MO
MO
MO
MO
M1

MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO

M1

MO
MO
M1
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