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RESUMEN

Introduccion: En el carcinoma papilar de tiroides bien diferenciado se estima que
la recurrencia de la enfermedad es en mas del 30% de los casos, siendo los
factores histolégicos los de mayor influencia. Recientemente se ha incorporado a
la escala pronostica de la ATA la mutacion B-RAF, teniendo una prevalencia

promedio del 45% y hasta decuplicando el riesgo de recurrencia.

Material y métodos: Se realiz6 un estudio de casos y controles anidado en una
cohorte, para determinar si la mutacion de B-RAF es un factor de riesgo de
recurrencia en pacientes con carcinoma papilar de tiroides bien diferenciando
seguidos durante 5 afios en el Hospital de Especialidades del C.M.N. La Raza.
Se determind la mutacion por el método de inmunohistoquimica y revision de
factores histolégicos reconocidos como factores de riesgo, aplicando en todos

ellos una regresion logistica binaria.

Resultados: En una muestra de 50 paciente, con predominancia del sexo
femenino (86%) y edad promedio de 49.7 afios. La frecuencia de recurrencia
encontrada fue del 58% mientras que la presencia de mutacién B-RAF es del 62%.
Este ultimo asociado a mayores de 50 afios, con invasion a la capsula y extension
extratiroidea; todo estos conocidos como factores que incrementan el riesgo de

recurrencia.
Conclusion: El riesgo de recurrencia fue 13 veces mayor en pacientes con
presencia de la mutacion con una diferencia estadisticamente significativa

(p<0.05), la cual es independiente a otros factores.

Palabras clave: Carcinoma tiroideo; recurrencia; B-RAF.



SUMMARY
Introduction: In well differentiated papillary carcinoma of the thyroid it is estimated
that the recurrence of the disease is in more than 30% of the cases, being the
histological factors the major influence. The B-RAF mutation has been
incorporated into the ATA prognostic scale, with an average prevalence of 45%

and up to ten times the risk of recurrence.

Material and methods: A case-control study was performed, nested in a cohort, to
determine if the mutation of B-RAF is a recurrence risk factor in patients with
papillary carcinoma of the thyroid well differentiated followed for 5 years in the
Hospital de Specialties of the CMN La Raza. The mutation was determined by the
immunohistochemical method and review of recognized histological factors as risk
factors, applying in all of them a binary logistic regression.

Results: In a sample of 50 patients, with predominance of the female sex (86%)
and average age of 49.7 years. The frequency of recurrence found was 58% while
the presence of B-RAF mutation is 62%. The latter is associated with people over
50 years of age, with invasion of the capsule and extrathyroidal extension; all these

known as factors that increase the risk of recurrence.

Conclusion: the risk of recurrence was 13 times more in patients with presence of

the mutation and statistically significant, is independent of other factors.

Keywords: Thyroid carcinoma; recurrence B-RAF.



INTRODUCCION

El carcinoma de tiroides es la neoplasia enddcrina mas frecuente y forma
parte del 1% de todas las neoplasias malignas epiteliales en el mundo®. En el afio
2017, la American Cancer Society estimo el diagnéstico de 56,870 casos nuevos
en los Estados Unidos de Norteamerica (de ellos 42,470 mujeres y 14,400
hombres), ademas, de una mortalidad de aproximadamente 1,090 mujeres y 920
hombres por esta enfermedad®>. De acuerdo con estadisticas de la OMS
publicadas en el 2012, el carcinoma tiroideo en México ocupa el octavo lugar en
incidencia de tumores malignos en la mujer, reportandose un total de 298,102
casos nuevos (229,923 mujeres y 68,179 hombres), consistiendo en una
incidencia de 4.0 casos /100,000 habitantes, con una mortalidad de 0.5 casos
/100,000 habitantes; en cuyo caso la prevalencia corresponde al 3.7% de todos
los tumores malignos reportados en 5 afios®. En nuestro hospital es la primera

causa de consulta de tumores de cabeza y cuello.

La incidencia ha aumentado globalmente en las Ultimas tres décadas siendo
el carcinoma papilar de tiroides el subtipo histolégico mas frecuente (80-90%), lo
cual se debe a un aumento real de la enfermedad® ° o se ha propuesto que pueda
estar relacionado con la mejora en los estudios de diagnostico de imagen de alta
resolucion més eficaces para la deteccidén de nddulos cada vez mas pequefios. En
general, las neoplasias malignas de tiroides son de buen prondstico, siempre y
cuando haya un tratamiento quirGrgico y adyuvante apropiado® °. Tiene casi 100%
de probabilidad de sobrevivencia global a 5 afios particularmente en casos de
estadios no avanzados; ademas, la recurrencia en el cancer bien diferenciado de
tiroides posterior a un tratamiento es del 30% y la mortalidad es del 8% a 30 afios™
4°_ La incidencia de la recurrencia, depende de la definicién utilizada, si se basa
en la deteccion clinica (enfermedad estructural) Gnicamente o se analiza junto con
la recurrencia bioquimica, sin embargo, corresponde a la aparicion de sintomas a

6 meses de la remisién completa posterior al tratamiento®.



Se han estudiado diferentes alteraciones genéticas que tienen un papel
fundamental en el desarrollo del cancer derivado de células foliculares de la
tiroides, en particular aquellas que afectan la via de sefalizacion de las proteina
cinasas de mitdégenos activados (MAPK), variantes mutadas de los genes RAS, B-
RAF vy rearreglos RET/PTC, de las cuales todas ellas se han asociado con la
tumorogénesis del carcinoma papilar de tiroides®®. Las mutaciones en el
protooncogén B-RAF son las mas comunmente observadas en el carcinoma
papilar de tiroides, seguidas de los rearreglos RET/PTC y mutaciones RAS;
mientras que en el cancer folicular de tiroides es mas probable que estén
asociadas las mutaciones de RAS o los rearreglos en el receptor [ del
PAX8/peroxisoma (PPAR)™.

BRAF es un gen localizado en el cromosoma 7 que codifica a la proteina B-
RAF perteneciente a la familia de las cinasas RAF (fiborosarcoma rapidamente
acelerado), aunque se han asociado las mutaciones somaticas de B-RAF en otras
neoplasias humanas, la prevalencia es mayor en melanoma y cancer de tiroides®
4 > La mutacién activa potencialmente a la cinasa de B-RAF mediante la
fosforilacion de ERK1/2 en una magnitud de 480 veces en comparacion con la
cinasa de B-RAF no mutada, repercutiendo en la expresion de distintos genes
involucrados en proliferacién, diferenciacién, sobrevivencia, tumorigénesis

celulares y la promocién de la transicién epitelial-mesenquimatosa®.

La alteraciébn mas frecuente en las cinasas de B-RAF en aproximadamente
90% de casos es la mutacion puntual de B-RAF de T1799A en el exén 15, la cual
condiciona una sustitucion en el aminoacido 600 cercano al centro catalitico de la
proteina, de glutamato a valina (V600E) en la proteina B-RAF® **' 2, La mutaci6n
especifica de V600E es la mas frecuente y la mas estudiada en la ultima década,
descrita por primera vez en 2002 relacionada al cancer humano y ha sido
propuesta como marcador de ayuda para diagnostico y prondstico del carcinoma

FVBOOE

tiroideo. Se ha reportado una alta incidencia de la mutacion B-RA en

carcinoma papilar de tiroides clasico y en la variante de células altas, aunque su



incidencia es rara en la variante folicular del carcinoma papilar de tiroides > " °.

Otros subtipos de carcinoma papilar de tiroides que se han relacionado con la
mutacion de B-RAF son las variantes tipo Warthin, esclerosante difuso, sdlido y en
menor proporcién el subtipo oncocitico™’. La prevalencia general de mutaciones de
B-RAF es de 45% (en un rango de 27.3 a 87.1% de acuerdo con la poblacion
estudiada), siendo particularmente mayor en paises asiaticos en comparacion con
el resto de los paises, aun no se ha identificado un mecanismo que explique dicha
diferencia, pero se ha propuesto que un mayor consumo de yodo en la poblacion

asiatica esté asociado®.

En comparacion con otras mutaciones asociadas a carcinoma tiroideo bien
diferenciado, en particular a mutaciones de RAS o RET/PTC, la mutacién B-
RAFY®%E es un potente promotor de la agresividad patogénica y se ha vinculado
con el prondstico clinico patolégico malo en pacientes con carcinoma papilar de
tiroides® & °. Aunque la relacién ha sido inconsistente, se ha relacionado con la
recurrencia del tumor, caracteristicas clinico patolégicas de alto riesgo (pacientes
en estadio Ill y IV) y una reduccién en la sensibilidad a la terapia con yodo

radioactivo® % 2.

Durante varios afios se han utilizado diferentes escalas del prondstico
basadas en el riesgo de recaida, una de ellas es el sistema de clasificacion mas
utilizado en el cancer, el estadio de TNM (Tabla 1. Anexo) que se introdujo en
1987, que permite seleccionar cuatro estadios clinicos que son dependientes del
pronéstico y en el caso de los carcinomas de tiroides bien diferenciados, considera
el factor de la edad adicionalmente®. Otras escalas de pronéstico cominmente
utilizadas son: AGES, AMES y MACIS (Tabla 2. Anexo), todas consideran dos
factores prondsticos principales: edad al momento del diagnéstico y las metéastasis
a distancia. Dependiendo de la escala ademas se evallan el tamafio del tumor, la
enfermedad extratiroidea, la extensién de la cirugia y el grado histolégico®. Todas
las escalas y la valoracion de otros factores de riesgo histolégicos como subtipo

histologico, multifocalidad, angioinvasion, infiltracion a la capsula, se realizan en



un momento postquirargico y por lo tanto no ofrecen la posibilidad de una
planificacion de la extension de la cirugia y so6lo permiten la toma de decision del
tratamiento adyuvante con yodo-131 radioactivo* °>. De ahi que recientemente
exista un interés mayor en el estudio de marcadores pronosticos y predictivos

V600E
F

nuevos que se conozcan en etapas prequirdrgicas y el estatus de B-RA es el

ejemplo de ello & **.

Los factores de riesgo clinicopatologicos que se han relacionado a la
recurrencia y a la muerte relacionada al cancer papilar de tiroides, de acuerdo con
los resultados observados en un metaandlisis de 20,764 pacientes fueron la
invasion extratiroidea, las metastasis a ganglios linfaticos, el estadio avanzado de
TNM vy las metastasis a distancia; todos como predictores de mal prondstico,
reflejando el curso agresivo de la enfermedad. La extension extratiroidea se asocia
a mayor riesgo de invasion a estructuras cervicales como la traquea, requiere un
tratamiento mas agresivo y también se ha relacionado con el riesgo de recurrencia
local o persistencia de la enfermedad, independientemente del tamafio tumoral.

FV600E asta

Otra observacion de este metaandlisis sugiere que la mutacién de B-RA
asociada con las variables clinicas de alto riesgo que son utilizadas en los
sistemas de estadificacion prondstica, incluyendo la invasion extratiroidea, el
estadio avanzado en TNM, metastasis a ganglios linfaticos, recurrencia y
sobrevivencia global®. La mutaciéon de B-RAF'®* muestra un aumento en el
riesgo de muerte por la enfermedad de 4.61 veces en comparacion con los casos
de B-RAF no mutado. El factor no asociado con la mutacion fue las metéstasis a
distancia, aunque la razon de esto puede reflejar las diferencias en el diagndstico
gque se realizan entre los centros médicos de diferentes paises o mas
probablemente a que es rara la ocurrencia de metastasis a distancia. Se concluye
en el metaanalisis que los resultados deben interpretarse con precaucion, debido a
la heterogeneidad de los datos que incluyen las diferencias en la demografia de
los pacientes, el abordaje de la diseccion ganglionar linfatica, los reportes de
patologia, el tratamiento con yodo radioactivo y el tiempo en el seguimiento de
casos®. Debido a que el comportamiento del carcinoma papilar de tiroides es



generalmente favorable, es necesario que se analicen grupos de pacientes lo
suficientemente representativos asi como realizar el seguimiento a largo plazo,

para determinar las diferencias significativas.

Los carcinomas papilares de tiroides con diametro menor o igual a 10 mm,
clasificados como microcarcinomas papilares de tiroides, tipicamente se
consideran de buen prondstico, aunque se ha sugerido que aquellos que cuentan

FYE tienden a manifestarse con caracteristicas

con la mutacion de BRA
clinicopatologicas agresivas, por lo que su evaluacién puede tener utilidad en la
estratificacion del riesgo para el manejo adecuado de estos casos™. Se estima
que aproximadamente el 15% de pacientes en estadio | de TNM, tienen
recurrencia durante los 10 afios de seguimiento®. Se considera que la mutacién de
B-RAF es un evento molecular temprano y definitivo fenotipicamente en el
carcinoma papilar de tiroides y que estd asociado con factores predictivos de alto
riesgo de metastasis a ganglios linfaticos, atin en la variante de microcarcinoma®.
Debido al incremento en la incidencia de carcinomas papilares de tiroides en las
Ultimas décadas, en particular aquellos de 1 cm o menores, existe la controversia
sobre qué tan extenso debe ser el tratamiento, lobectomia en el caso de los
expertos americanos o tiroidectomia total con tratamiento adyuvante de yodo
radioactivo en el caso de los expertos europeos, exceptuando los casos de
carcinomas papilares de tiroides menores o iguales a 1 cm unifocales de variantes
no agresivas. La mortalidad de los pacientes con carcinoma papilar de tiroides
pequefios es baja, pero hay un subgrupo de pacientes que pueden presentar
metastasis ganglionares 0 recurrencia, en algunos casos con prondstico
desfavorable, por lo que la estratificacién del riesgo aun en el microcarcinoma
papilar de tiroides es fundamental, siendo la mutaciéon B-RAF'®F uno de los

factores pronésticos de utilidad para la evaluacién pre operatoria®®.

La deteccion temprana del cancer antes de la ocurrencia de metastasis es
fundamental para los pacientes y clinicos, ya que mejora el prondstico y la calidad

de vida de los pacientes. Por lo que los marcadores moleculares son



herramientas prometedoras como biomarcadores para la deteccion temprana del
cancer, respuesta al tratamiento o indicadores pronésticos de la progresion® > 7.
Como método no invasivo provee informacion importante durante el diagnostico y
el seguimiento del carcinoma papilar de tiroides, asi como proveer informacion en
un inicio de utilidad para la toma de decision de la estrategia de tratamiento
individualizado, tanto en carcinomas de tiroides familiares y no familiares.

Las técnicas utilizadas para la deteccién de la mutacién de B-RAFY®%F
incluyen métodos con microarreglos de DNA, secuenciacion directa de DNA, PCR
de polimorfismos de cadena Unica, pirosecuenciacion, deteccion por
inmunohistoquimica, analisis multiple de PCR por primers duales de
oligonucledtidos y andlisis de longitud de fragmentos de restriccidn, estas técnicas
identifican mutaciones de B-RAF. La disponibilidad y la diversidad de técnicas
contribuyen a la variabilidad de los resultados®. Las recomendaciones maés
recientes de la ATA (American Thyroid Association) no indican el uso rutinario del
estatus de BRAF para la estratificacion del riesgo inicial en carcinoma de tiroides
diferenciado, debido a la falta de evidencia que confirme una influencia directa de
la mutacion respecto al incremento del riesgo de recurrencia, sin embargo, la ATA
demuestra que en la escala de riesgo continuo (Tabla 3) para el abordaje del
riesgo de recurrencia, se considera el estatus de BRAF y/o TERT™> °.

Debido que la mutacion B-RAFY*%%¢

es altamente prevalente en el carcinoma
papilar de tiroides, particularmente en los subtipos agresivos, los carcinomas
papilares de tiroides recurrentes y los refractarios a yodo radiactivo, la terapia
blanco hacia la via MAPK utilizando inhibidores de MEK y RAF podran tener
aplicacion para el tratamiento del cancer de tiroides. El argumento mas fuerte
para utilizar la mutacion B-RAF como factor prondéstico independiente y factor
predictivo en el carcinoma papilar de tiroides es su alta prevalencia reportada (30-
80%), sin embargo actualmente la mutacién de B-RAF no puede ser utilizada
como factor predictivo independiente Unico y debe ser analizado en correlacion

con otros factores pronésticos™ ” °. Si se afiade el estatus de B-RAF a las escalas



de riesgo comunmente utilizadas (AGES, AMES, MACIS, TNM vy el sistema de
estratificacion del riesgo inicial ATA 2009) mejora la clasificacion del paciente,

haciendo una prediccién méas adecuada del riesgo de recurrencia®’ 2.

De acuerdo con el impacto de los nuevos marcadores moleculares para el
diagnéstico de carcinoma de tiroides, se menciona que especificamente para
mutaciones de BRAF, RET/PTC o PAX8/PPAR[ correlacionan con un mal
prondéstico en casi 100% de casos, asumiéndose que el analisis se realice en un
laboratorio apropiado y con validacién para las técnicas de deteccion®. Los datos
inciertos que requieren mayor estudio corresponden en primer lugar a aclarar la
correlacion entre las mutaciones de BRAF y las caracteristicas clinicopatoldgicas
ya que claramente no permite su uso diagnostico, en segundo lugar, el uso de
inhibidores de B-RAF como terapia blanco en pacientes con la mutacién,
particularmente en casos de carcinoma de tiroides, en como y cuando utilizar uno
o mas inhibidores de B-RAF simultaneamente y en la posibilidad de resistencia
primaria o adquirida. En tercer lugar, estudiar a mayor detalle los mecanismos de
como interactia B-RAF con otras vias de sefializacion. Y finalmente como aplicar
la determinacion de mutacion B-RAF en escenarios clinicos y como integrarlo en
las guias para cirujanos para individualizar los tratamientos, son cuestiones que

requieren una investigacion mayor y discusién para su estandarizacion®.

No existen estudios previos reportados en poblacibn mexicana sobre la

prevalencia de la mutacién de B-RAFY®%%F

asociada con carcinomas tiroideos, por
lo que en este estudio se determino la frecuencia de la mutacién y el valor
pronéstico como factor riesgo de recurrencia en los carcinomas papilares de
tiroides diagnosticados en el servicio de Anatomia patoldgica del Hospital de
Especialidades “Dr. Antonio Fraga Mourte” del C.M.N. La Raza durante el periodo
Enero a Diciembre 2012, a si con su relacion con los parametros histopatolégicos

de mal prondéstico.



MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se llevé a cabo de los archivos del servicio de Anatomia
Patoldgica del Hospital de Especialidades “Dr. Antonio Fraga Mourte” del C.M.N.
La Raza del Instituto Mexicano del Seguro Social, con la busqueda de pacientes
con diagndéstico de carcinoma papilar de tiroides bien diferenciado en el periodo

comprendido de Enero a Diciembre 2012.

Es un estudio de casos y controles anidado en una cohorte, de pacientes con
seguimiento durante 5 afios, demostrando su recurrencia por un estudio citolégico
o histopatoldgico . De los archivos se revisaron las laminillas de los productos de
tiroidectomia total para determinar los parametros histoldégicos como: variante
histoldgica, tamafo, localizacion, multifocalidad del tumor, invasion a la capsula,
extension extratiroidea, invasion vascular y linfatica e infiltrado linfoide, estos se

usaron como variables independientes, la edad y sexo como demograficas.

De los bloques de parafina se selecciono el representativo de la lesion, el
que contenga las diferentes variantes histolégicas encontradas en el tumor. Para
posteriormente conocer el estado mutacional de B-RAF por el método de

inmunohistoquimica (ver anexo, técnica de inmunohistoquimica).

Se formaron con esto dos grupos de pacientes, uno con recurrencia y otro sin
recurrencia de la enfermedad, analizando en cada uno de ellos los factores
pronésticos histolégicos antes mencionados. Finalmente se correlaciono con la
mutacion de B-RAF en estos dos grupos. Fueron excluidos del estudio pacientes
con diagnostico previo de carcinoma papilar de tiroides y/o reseccion total o parcial
de la glandula tiroides. No se tomaron en cuenta pacientes sin reporte
histopatolégico de la pieza, laminillas y bloques de parafina dafiados para llevar

acabo la técnica de inmunohistoquimica.
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Para determinar si la mutacién B-RAF tiene valor prondstico como factor de
riesgo de recurrencia en los pacientes con carcinoma papilar bien diferenciado de
tiroides se realizo regresion logistica binaria con la prueba de hipétesis para
coeficientes individuales mediante la estadistica de Wald. La significancia
estadistica se consideré con la valores de p <0.05 a un intervalo de confianza (IC)
al 95%.

Con el objeto de encontrar una verdadera asociacion, 0 mayor peso, como
factor de riesgo de recurrencia se integraron al andlisis los parametros de edad (<
o > 50 afios), sexo, variante histolégica (clasica, no clasica y microcarcinoma),
tamafio (<2 cm, 2-4cm y >4cm), localizacion (afeccién de un Iébulo o istmo y
ambos Iébulos), invasion a la capsula, extension extratiroidea, multifocalicadad,
invasion vascular y linfatica, e infiltrado linfoide (evaluados como ausente o
presente). A todos estos Ultimos se les aplicaron medidas de tendencia central,

porcentaje y mediana, desviacion estandar para la dispersion.
Finalmente en el procesamiento de la informacion se elaboré una base de

datos en Excel de Microsft y el andlisis estadistico se realiz6 con el paquete

computacional Statistical Package for the Social Sciences (SSP).
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RESULTADOS

En el presente estudio se analizaron un total de 50 pacientes con
diagnéstico de carcinoma papilar de tiroides bien diferenciado con la finalidad de
identificar si existia un mayor riesgo de recurrencia de la enfermedad ante la

presencia de mutaciones en el oncogén BRAF.

La mayoria de los pacientes (86%) correspondid al sexo femenino. El
promedio de edad fue de 49.7 afios al momento del diagndstico, con una
desviacion estandar (DE) +16.8 afios, con una mediana de 50.5 (18-87) afios. En
cuanto a la distribucion del tipo histologico segun la edad observamos que el tipo
no clasico fue més frecuente en los pacientes mayores a 50 afios y el tipo clasico
en los menores a esta edad (Figura 1).

15— Figura 1. Distribucion del tipo histologico segin edad
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Con la finalidad de identificar si la edad al momento del diagnostico se
encontraba asociada con alguno de los factores histologicos relacionados al
pronoéstico y a la mutacion B-RAF, observamos una asociacion estadisticamente
significativa entre una edad mayor a 50 afios al diagnéstico y la presencia de

invasion a la cdpsula (p <0.01), al igual que la extensién extratiroidea (p<0.01).

Sin embargo, no encontramos asociacion entre la edad y el tipo de variante
histolégica (p=0.38), ni con la localizacion (p=0.57), tampoco con el tamafio del
tumor (p=0.42), ni con la multifocalidad (p=0.53), ni con la presencia de infiltracion
vascular-linfatica (p=0.09), ni con la de tipo linfoide (p=0.36). Tampoco
encontramos asociacion entre la edad y la presencia de mutaciones del oncogén
B-RAF (p=0.44).

Por otro lado, el principal sitio en donde se localiz6 el tumor fue a nivel del
I6bulo derecho de la glandula (44%), seguido de la localizacion en el I6bulo
izquierdo (32%) (Tabla 4). La mayoria de los tumores eran menores a 2 cm (46%),

y solo el 30% eran mayores a 4 cm.

La invasion a la capsula se observo en treinta pacientes y diecinueve tenian
extension extratiroidea al momento del diagnoéstico. A su vez, el 34% de los
pacientes tenia invasion vascular-linfatica y un 26% habia presentado infiltracion
linfoide.

La frecuencia de recurrencia en la muestra analizada fue del 58% (n=29)

mientras que, la presencia de mutacion en el oncogén B-RAF fue del 62% (n=31).

En el analisis bivariado (Tabla 4) los factores asociados al riesgo de
recurrencia en fueron: la invasion vascular-linfatica (p=0.01), la extensién
extratiroidea (p<0.001), la invasiébn a la capsula (p<0.001) y la presencia de

mutacion en BRAF (p<0.01). No se encontraron asociaciones entre la variante
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histoldgica, la localizacion del tumor, ni el tamafio del mismo con un mayor riesgo

de recurrencia. Esto ultimo pudo deberse a un limitado tamafio de muestra.

Tabla 4. Caracteristicas clinicas de la poblacion de estudio

Poblacion .
_ Total Recurrencia
Variables . p*
n=50 No (n=21) Si (n=29)
n (%) n(%) n(%)
Sexo
Masculino 7 (14) 1(4.8) 6 (20.7) 0.11
Femenino 43 (86) 20 (95.2) 23 (79.3)
Edad al diagnostico
< 50 afios 23 (46) 12 (57.1) 11 (37.9) 0.14
> 50 afios 27 (54) 9 (42.9) 18 (62.1)
Histologia
Cléasico 20 (40) 9 (42.9) 11 (37.9) 0.27
Micro 10 (20) 6 (28.6) 4(13.8)
No clasico 10 (20) 6 (28.6) 14 (48.3)
Localizacién
Ambos Loébulos 8 (16) 1(4.8) 7 (24.2) 0.07
Derecho 22 (44) 7 (33.3) 15 (51.7)
Istmo 4 (8) 3(14.3) 1(3.4)
Izquierdo 16 (32) 10 (47.6) 6 (20.7)
Tamafio del Tumor
<2cm 23 (46) 13 (61.9) 10 (34.5) 0.14
2-4cm 12 (24) 4 (19) 8 (27.6)
>4 cm 15 (30) 4 (19) 11 (37.9)
Invasién ala capsula
No 20 (40) 12 (71.4) 5(17.2) <0.001
Si 30 (80) 6 (28.6) 24 (82.8)
Extension extratiroidea
No 31 (62) 20 (95.2) 11 (37.9) <0.001
Si 19 (38) 1(4.8) 18 (62.1)
Multifocalidad
No 34 (68) 17 (81) 17 (58.6) 0.08
Si 16 (32) 4 (19) 12 (41.4)
Invasion Vascular-
Linfatica
No 33 (66) 18 (85.7) 15 (51.7) 0.01
Si 17 (34) 3(14.3) 14 (48.3)
Infiltrado Linfoide
No 37 (74) 15 (71.4) 22 (75.9) 0.48
Si 13 (26) 6 (28.6) 7(24.1)
Mutacién en BRAF
No 19 (38) 13 (61.9) 6 (20.7) <0.01
Si 31 (62) 8 (38.1) 23 (79.3)

* ji cuadrada de Pearson
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Finalmente, en el analisis de regresion logistica se introdujeron todas
aquellas variables confusoras con la finalidad de identificar si la mutacion en el
gen B-RAF era un factor predictor independiente para recurrencia en estos
pacientes (Tabla 5). La mutacion en B-RAF resulté como el Unico factor asociado
a un riesgo incrementado de recurrencia en pacientes con carcinoma papilar de

tiroides bien diferenciado.

Por lo que el riesgo de desarrollar esta complicacion fue de 13 veces mas en
pacientes con la presencia de dicha mutacion en comparacion con pacientes que
no la presentan y este riesgo fue estadisticamente significativo y es independiente
de factores como la edad, el género, la variante histolégica, el tamafio del tumor, y
otros factores conocidos y estudiados en el presente trabajo como factores

asociados al riesgo de recurrencia.

Tabla 5. Analisis de regresion logistica binaria

Variables ORa IC 95% P
Sexo masculino 13.3 0.36-492.58 0.15
Edad > 50 afios 1.8 0.19-17.49 0.61
Variante no clasica 3.03 0.33-27.46 0.32
Tamafio del tumor > 4 cm 0.7 0.03-13.83 0.82
Mutacion del oncogén BRAF 13.3 1.49-118.69 0.02
Invasion a la cipsula 11.1 0.64-193.20 0.09
Extension extratiroidea 38.1 0.71--2030.5 0.07
Invasién vascular linfatica 0.86 0.06-11.46 0.91
Infiltrado linfoide 0.63 0.05-6.78 0.71

ORa= OR ajustado; IC 95%-= Intervalo de confianza al 95%
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DISCUSION

El carcinoma papilar de tiroides presenta un caracter indolente con una
sobrevida a 10 afios mayor del 90%. Sin embargo, la recurrencia de la
enfermedad es en mas del 30% de los casos, mientras que la metastasis a
distancia va del 5 al 9%, esta Ultima con una taza de sobrevida a 10 afios de un
26%%'. En nuestra muestra encontramos una frecuencia de recurrencia del 58%,
este elevado porcentaje puede ser atribuido a diferentes factores, parametros

histoldgicos vs. reseccién en contacto con la lesion.

Se han informado multiples factores de riesgo que influyen en el prondstico
de la recurrencia y/o sobrevida de la enfermedad. Entre los mas importantes se
puede mencionar la edad del paciente al momento del diagndstico, tamafio
tumoral, variante histolégica, extensién extratiroidea del tumor, reseccion

incompleta y metastasis ganglionares?.

Para la Asociacion Americana de Tiroides (ATA) se incluye a todos los
tamafios de carcinoma papilar intratiroideos en la categoria de bajo riesgo de
recurrencia estructural de la enfermedad, siendo del 1-2% en los casos de
microcarcinoma unifocales y hasta el 4-6% en los multifocales. Mientras que para
los tumores intratiroideos de 2 a 4cm es del 5-6% y 8-10% en los mayores a
4cm?*?*. En nuestro estudio el tamafio promedio del tumor fue de 2.0cm, en 46%
de los casos, pero sin estar asociado a la recurrencia. De tal forma hace
coherencia a lo descrito previamente, es un factor de bajo riesgo para los

pacientes.

También es importante resaltar el valor de la extension extratiroidea
microscoépica como a estructuras circundantes, categorizadas por la ATA como de
riesgo intermedio y alto, respectivamente. El riesgo de recurrencia asociada con la

extension extratiroidea menor o minima oscila ente el 3 y 9%, mientras que el
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riesgo de recurrencia en pacientes con extension a tejidos blandos, laringe,
traquea y eséfago va del 23 al 40%%%°.

En el caso del parametro de la invasion a la capsula, solo resulta importante para
la variante histologica folicular encapsulada, en cuyo caso generalmente tienen
una tasa de recurrencia del 0-7%, son considerados como tumores de bajo riesgo
de recurrencia y probablemente esto se deba a la existencia de pequefios focos

de invasion vascular minima o intracapsular 2”2

En casi todos los estudios, se demuestra que la invasién vascular-linfatica
se asocia con peores resultados clinicos. Las tasas de recidiva fueron
significativamente mas altas si la invasion vascular-linfatica estaba presente, 16-
20% con vs. 3-6% sin, ademas se asoci6 a una tasas mas altas de metastasis a

distancia y mortalidad especifica por la enfermedad®=>".

En nuestro estudio encontramos que los factores asociados a un mayor
riesgo de recurrencia fueron la invasion vascular-linfatica, la extension
extratiroidea y la invasion a la capsula. No se encontraron asociaciones entre la
variante histologica, la localizacién del tumor, ni el tamafio del mismo con un
mayor riesgo de recurrencia. Estos hallazgos correlaciona exactamente lo descrito

por la literatura, aunque hay que enfatizar que se trata de una pequefia muestra.

La prevalencia de la mutacion B-RAF en promedio es del 45%, con un
rango va del 27.3 a 87.1% de acuerdo con la poblacién estudiada. Nuestra
muestra tuvo una frecuencia del 62%, particularmente elevada y comparable con
la de paises asiaticos, se ha propuesto que este elevado porcentaje pueda ser
explicable por un mecanismo de mayor consumo de yodo®.

De la misma forma encontramos que si existe una asociacion entre la presencia

de la mutacion B-RAFY6%E

y el riesgo de recurrencia a 5 afios del diagndstico.
Esto es comparable con el meta-analisis de 14 publicaciones de nueve paises
diferentes, donde el riesgo de recurrencia fue significativamente mayor en los

mutados, siendo del 40% vs. el 2% en los no mutados®’.
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En concordancia con una evaluaciéon multicéntrica de 2,099 pacientes
(1,615 mujeres y 484 hombres, con una mediana de edad de 45 afos) que

demostré que la mutacion B-RAFY®%F

se asocia significativamente con el riesgo
de recurrencia de carcinomas papilares tiroideos clasicos (20.7% vs. 12.4%) y del
carcinoma papilar tiroideo variante folicular (21.3% vs. 7.0%)%. Con base en estos
datos, parece que el estado mutacional por si solo no es suficiente para contribuir
sustancialmente a la estratificacion del riesgo en la mayoria de los pacientes. Sin
embargo, si se puede lograr incrementar la estratificacion en el contexto de otros

factores de riesgo clinico-patolégicos*?,

Se menciona que existe una fuerte asociacion con la mutacién B-RAF y las
metéstasis ganglionares, a distancia, estadio IV de la AJCC y edad mayor de 45

1213 Nosotros

afnos, para un mayor riesgo de mortalidad en estos pacientes
encontramos Unicamente la asociacion de una edad mayor a 50 afios y la
extension extracapsular/tiroidea, con la presencia de la mutacién. Sin embargo,
también se ha sugerido que existe una estrechamente relacionadas con la
presencia de variantes histolégicas agresivas'®, pero no fue encontrada en nuestro
estudio.

Aun gueda pendiente el dilucidar la proporcion de riesgo atribuible a la mutacion

B-RAF frente a otros factores clinicos.

En cuento a la mutacion B-RAF como predictor independiente del riesgo de
recurrencia, aun sigue siendo controvertida su demostracion®*. Esto se debe a
que se trata de una pequefia mejora en la estratificaciéon del riesgo, pero
estadisticamente significativa®. Para nuestro caso, el riesgo de recurrencia fue 13
veces mayor en pacientes con la presencia de dicha mutaciébn en comparacion
con pacientes gque no la presentan y este riesgo fue estadisticamente significativo,
e independiente de factores como la edad, el género, la variante histologica, el

tamano del tumor, entre otros factores estudiados.
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Otras observaciones adicionales se han encontrado en cohortes de
pacientes con bajo riesgo con carcinoma papilar de tiroides (<4cm, NO-MO y
presencia de la mutacion B-RAF en el 33%), en cuyo caso el riesgo general de
tener recurrencia estructural de la enfermedad durante 5 afios de seguimiento fue
del 3%. Sin embargo, los tumores mutados tuvieron una tasa de recurrencia del
8% (8 de 106) en comparacién con solo el 1% (2 de 213) de los no mutados>®.

Y la demostracion de la mutacion tuvo una sensibilidad del 65% para identificar los
tumores que posterior mente recidivaron, pero un valor predictivo positivo de solo
el 25%°".

Finalmente, se ha encontrado que el impacto del estado mutacional de B-
RAF sobre el riesgo de recurrencia en pacientes con microcarcinomas papilares
unifocales (<lcm), presente en el 30-67% de los casos, oscila ente el 1-6%.
Mientras que para los casos con presencia de multifocalidad y/o extension
extratiroidea demostré una tasa de recidiva del 20%%**°. Debido a los escaso
casos incluidos en nuestra muestra, de microcarcinoma, no es posible hacer
transpolar con lo descrito por la literatura, pero los pocos pacientes siguieron la

conducta de los tumores menores a 2cm.

Estos hallazgos, aunque en el contexto de una muestra pequefia, sugieren
que este marcador molecular, solo 0 en combinacion, puede ser util para
estratificar el riesgo del carcinoma papilar bien diferenciado de tiroides y

proporcionar una evaluacion de riesgo significativamente mas precisa.
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CONCLUSIONES
o El sexo femenino sigue siendo el mas frecuentemente asociado al
carcinoma papilar de tiroides, presentdndose a la edad de 50 afios y presentando
tumores menores a 2cm.
o En pacientes mayores de 50 afios hay una fuerte asociacion a desarrollar
carcinomas con variantes histologicas no clasicas e invasion capsular y extension
extratiroidea al momento del diagndstico.

. La frecuencia de la recurrencia en nuestra muestra fue del 58%.

o Los factores asociados al riesgo de recurrencia fueron la invasion vascular-

linfatica, la extension extratiroidea, invasion a la capsula y mutacion B-RAF.

o La presencia de la mutacion de B-RAF en nuestro estudio es del 62%.

o La mutacion de B-RAF incrementa trece veces el riesgo de recurrencia del

carcinoma papilar de tiroides bien diferenciado, y es independiente a otros factores

prondsticos.
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ANEXOS

Tabla 1. Sistema de clasificacion TNM para cancer diferenciado (3)

Estadio T (tumor) N (metastasis a ganglio | M (metastasis a
linfatico) distancia)
Edad < 45 afios
Estadio | Cualquier T Cualquier N MO
Estadio Il Cualquier T Cualquier N M1
Edad > 45 afios
Estadio | T1 NO MO
Estadio Il T2 NO MO
Estadio Il T3; (T1-T3) NO; Nla MO; MO
Estadio IV
Iva T4a; T1-T3 NO o N1a; N1b MO; MO
Ivb T4b Cualquier N MO
Ive Cualquier T Cualquier N M1

T1, tumor hasta de 2 cm en diametro (dimension mayor), limitado a la tiroides; T2, tumor de 2-4 cm en
diametro (dimension mayor) limitado a la tiroides; T3, tumor > 4 cm (dimensién mayor), limitado a la tiroides o
tumor minimamente invasivo, por ej. Infiltracién del musculo o infiltracion del tejido peritiroideo; T4a, tumor de
cualquier tamafio que infiltra el tejido celular subcutaneo, laringe, trdquea, esdfago o nervio laringeo
recurrente; T4b, tumor de cualquier tamafio que infiltra la fascia prevertebral, arteria carotidea, vasos
mediastinales; N1la, metastasis a ganglios linfaticos cervicales centrales; N1b, metastasis a ganglios linfaticos
cervicales laterales; M1, metéstasis a distancia; NO o MO, sin metastasis correspondientes.
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Tabla 2. Escalas de pronéstico mas utilizadas en carcinomas papilares

diferenciados (3)

Escala AGES

Escala MACIS

Escala AMES

Algoritmo: PS = 0.05 x edad en
afios (pacientes < 40 afios de
edad = 0),

+1 para G2 0 +2 para G3 0 G4

+1 con invasién extracapsular

+3 con metastasis a distancia
+0.2 x tamafio del tumor
(diametro en cm)

Algoritmo: PS = 3.1 x (edad <39
afios) 0 0.08 x (edad >40 afios)

+ 0.3 x tamafio del tumor en cm
+1 si se realizé tiroidectomia
parcial

+1 si el cancer es localmente
avanzado

+3 con metastasis a distancia

Grupos de riesgo dependiendo
del calculo del escore pronéstico
(PS):

| 0-3.99;

11 4-4.99;

11, 5-5.99;

IV > 6.

Grupos de riesgo dependiendo
del célculo del PS:

I, 0-5.99;

Il, 6-6.99;

I, 7-7.99;

IV > 8.

Considerar edad y sSexo,
metastasis a distancia, invasién
local, extension extratiroidea,
tamafio del tumor en cm.

Grupo de riesgo | — bajo riesgo:
hombre <41 afios de edad, mujer
<51 afios de edad, sin metastasis
a distancia, cancer limitado a
tiroides, diametro del tumor <5
cm;

Grupo de riesgo Il — alto riesgo:
hombres >40 afios de edad,
mujeres >50 afios de edad,
metastasis a distancia, extension
extracapsular, diametro del tumor
>5cm.

PS, escore prondstico
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Sistema de clasificacién inicial del riesgo ATA 2015 modificada

Sistema de riesgo de
tres grados

Sistema de riesgo continuo

Riesgo Alto:

Extension  extratiroidea
macroscopica

Reseccion incompleta del

tumor, metastasis a
distancia 0 ganglio
linfatico > 3 cm.

Riesgo intermedio:
Histologia agresiva,
extension  extratiroidea
microscopica, invasion

vascular o >5 ganglios
linfaticos afectados (0.2 -
3cm)

Riesgo bajo:

Carcinoma diferenciado
de tiroides intratiroideo
5< micrometastasis de
ganglios linfaticos (<0.2
cm)

Riesgo mayor|

Carcinoma folicular de tiroides, invasion vascular extensa (~30-50%)
pT4a, extension extratiroidea macroscopica (~30-40%)

pN1 con extensién extranodal, >3 ganglios linfaticos afectados
(~40%)

PTC > 1 cm, mutacién TERT + mutacion BRAF (>40%)

pN1, cualquier ganglio afectado >3cm (~30%)

PTC, extratiroideo, mutacién BRAF (~10-40%)

PTC, invasion vascular (~15-30%)

N1 clinica (~20%)

pN1, >5 ganglios linfaticos afectados (~20%)

PTC intratiroideo, <4 cm, mutacién de BRAF (~10%)

pT3, extensién extratiroidea microscopica (~3-8%)

pN1, <5 ganglios linfaticos afectados (~5%)

pN1, todos los ganglios <0.2 cm (~5%)

PTC intratiroideo 2-4 cm (~5%)

PTMC multifocal (~4-6%)

pN1 sin extensién extraganglionar, <3 ganglios linfaticos afectados
(2%)

FTC minimamente invasivo (2-3%)

Intratiroideo, <4 cm, BRAF no mutado (~1-2%)

PTMC intratiroideo unifocal, mutaciéon de BRAF (~1-2%)
Intratiroideo, encapsulado, FV-PTC (~1-2%)

PTMC unifocal (~1-2%)

Riesgo menor 1

Tabla 3. El riesgo de la recurrencia de enfermedad estructural en pacientes sin
enfermedad estructuralmente identificable después del tratamiento inicial (de
acuerdo a ATA 2015). El riesgo de recurrencia de enfermedad estructural asociada a caracteristicas
clinico patoldgicas seleccionadas, se muestra como riesgo continuo con porcentajes (rangos, valores
aproximados). El sistema de tres grados se propone como sistema de estratificacion inicial del riesgo. El
andlisis del estatus de BRAF y/o TERT no se recomienda de rutina para la estratificacion inicial. PTC,
carcinoma papilar de tiroides; FV, variante folicular; PTMC, microcarcinoma papilar de tiroides (3).
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TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA

Se realizaran los siguientes pasos para la técnica de inmunohistoquimica (IHQ):

1.- Cortes en parafina de 1.5 micras

2.- Desparafinizacion a 60° por treinta minutos

3.- Hidratacién con: xilol, alcohol absoluto-xilol, alcohol absoluto, alcohol a 96° y
aguda destilada

4.- Recuperacion antigénica con citratos en olla de presion durante diez minutos,
a la presion mas alta

5.- Blogueo con peroxidasa durante 5 minutos y enjuague con solucion buffer con
TBSapHde 7.5

6.- Incubacion con el anticuerpo primario durante 30 minutos, BRAF (Bio SB,
1:800, Santa Barbara, CA) y enjuague con TBS

7.- Revelado como sistema de deteccion el complejo de avidina-estreptavidina
(Inmunodetector, Bio SB, Santa Barbara, CA). Se utilizara diaminobenzidina
(DAB), de Bio SB como cromdgeno para revelar la reaccion antigeno-anticuerpo y
la contra tincion con hematoxilina de Harris

8.- Observacion en microscopia de luz.
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