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En la era de la tecnologia y en una constante busqueda de una
medicina cada vez mas personalizada, el papel de las
mutaciones diana es si cabe igual o mas importante en
ocasiones que la tipificacion cito-histologica de los tumores.

En un futuro (ese futuro utopico en el que todos los centros
sanitarios cuenten con la tecnologia necesaria para ello) es
muy probable que la patologia molecular vaya
progresivamente desplazando a la patologia tradicional. No
obstante, hasta que ese momento llegue, nos vemos en la
obligacion de buscar herramientas que en la practica clinica
nos permitan al menos sospechar que nos encontramos ante

uno de esos casos candidatos a recibir terapia dirigida.



Los rasgos histologicos relacionados con la mutacion BRAF en
tiroides han sido ampliamente estudiados. Pese a las
limitaciones de la muestra de citologia obtenida por puncion
aspiracion con aguja fina (PAAF), ésta por su bajo coste y
minimos riesgos sigue siendo un pilar a la hora tanto del
diagnostico como en la toma de decisiones terapéuticas. Es
por ello, que ante la posibilidad de encontrar posibles
marcadores citoldgicos predictivos de la presencia de la
mutacion BRAF (ampliamente conocida como diana
terapéutica y como factor prondstico) nos embarcamos hace

ya unos afos en esta busqueda.
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GLOSARIO

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ALK: quinasa del linfoma anaplasico. De la familia de la
tirosinquinasas. Gen codificante de proteina involucrada en
la multiplicacion celular.

ARN: Acido ribonucleico.

ATA: Asociacion Americana de tiroides.

ATP: adenosin trifosfato.

BRAF: gen que codifica una proteina con funcion en la
sefalizacion del receptor del factor de crecimiento
epidérmico implicado en la proliferacion, la migracion,
adhesion y supervivencia celular, asi como en la angiogénesis.
CPT: carcinoma papilar de tiroides.

E: especificidad.

I: yodo.

MEK/ERK: proteinquinasas mitogénicas activadas.



NGS: secuenciacion de nueva generacion.

NIFTP: neoplasia no invasiva de células foliculares de tiroides
con patron de crecimiento folicular y caracteristicas nucleares
de carcinoma papilar.

NTRK: receptor de la tirosinquinasa neurotropico.

PAAF: puncion aspiracion con aguja fina.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

RAS: familia de genes codificantes de proteinas que estan
involucradas en vias de seializacion celular que controlan la
apoptosis, maduracion y proliferacion celular.

RET: gen codificante de proteina involucrada en la
multiplicacion y diferenciacion celular y en el desarrollo de
células nerviosas.

S: sensibilidad.

TSH: hormona estimulante tiroidea.

USPSTF: Grupo de trabajo de servicios preventivos de EEUU.



VPP: valor predictivo positivo.
VPN: valor predictivo negativo.

WHO: Organizacion Mundial de la Salud.






RESUMEN

Las mutaciones BRAF V600E se han asociado a subtipos
histologicos del carcinoma papilar de tiroides (CTP), tales
como el clasico y el de células altas, a caracteristicas como la
infiltracion peritumoral, asi como a caracteristicas citologicas,
como las “plump cells” y los “sickle nuclei”.

Las mutaciones BRAF y RAS son mutaciones tempranas que
intervienen en el desarrollo del carcinoma papilar de tiroides.

Nuestro objetivo fue evaluar la posible asociacion entre los
rasgos citoldgicos y su clasificacion segun el sistema Bethesda
de muestras obtenidas por puncion aspiracion por aguja fina
(PAAF) y su potencial valor predictivo para la mutacion BRAF
en pieza quirurgica con diagnostico de carcinoma papilar.

En nuestro estudio fueron analizados 63 casos operados en

un periodo de cinco afios, que previamente fueron estudiados



por citologia y clasificados segun Bethesda. La mutacion BRAF
fue estudiada mediante pirosecuenciacion.

Se estudiaron rasgos como “no folicular”, “no nucleo
redondo” y “no cromatina clara” para discriminar signos
propios de la presencia de mutacion BRAF frente a signos
foliculares como hipotéticos predictores de la mutacion RAS.

La mutacion BRAF fue detectada en 43 de los 63 casos. Los
tipos histologicos fueron estadisticamente significativos,
encontrando que el subtipo mas prevalente e independiente
por el analisis multivariante con un Odds ratio de 10.58 fue el
clasico.

Los signos citologicos foliculares presentaron asociacion
negativa con BRAF V600E: estructuras foliculares (p < 0.001),
nucleo redondo (p = 0.015), y cromatina clara (p = 0.049). Por
otro lado los factores: “no-folicular” (valor predictivo positivo
[VPP] 82.9, sensibilidad 79.1, valor predictivo negativo [VPN]

59.1, especificidad 65.0), “no nucleo redondo” (VPP 76.6,



sensibilidad 83.7, VPN 56.3, especificidad 45.0), y “no
cromatina clara” (VPP 75.6, sensibilidad 79.1, VPN 50.0,
especificidad 45.0) tienen valor predictivo para la mutacion.

No hay significacion para ningun rasgo citologico de forma
individual.

Nuestro estudio no encontro asociacion entre signos
citologicos de la PAAF de tiroides y la mutacion BRAF.
Teniendo en cuenta la clasificacion de Bethesda encontramos
asociacion (p = 0.045) entre la mutacion y los casos
clasificados como categoria V y VI. La presencia de rasgos
citologicos catalogados como “no folicular”, “no nucleo
redondo” y “no cromatina clara” del carcinoma papilar de
tiroides es predictiva de la mutacion BRAF en la biopsia,
mientras que los signos foliculares indican que nos
encontramos ante subtipos foliculares del carcinoma papilar
nativos para la mutacion de acuerdo a lo publicado en la

literatura.
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INTRODUCCION

En lineas generales la mayoria de los tumores que podemos

encontrar en el tiroides son primarios, siendo de éstos los mas
frecuentes los de origen epitelial [1].
El Carcinoma Papilar de Tiroides (CPT) es dentro de los
tumores endocrinos el mas frecuente y la PAAF la técnica
princeps en combinacion con la ecografia para el manejo de
los nddulos tiroideos y el estudio de los tumores de tiroides [1-
5].

Para el diagnodstico histologico del mismo es necesaria la
presencia de ciertos rasgos morfoldgicos como los nucleares
con caracteristicas propias del papilar, tales como el vidrio
esmerilado (nucleos 6pticamente transparentes, a menudo de
gran tamano), las pseudoinclusiones nucleares (invaginaciones

del citoplasma que aparecen como vacuolas acidofilas), los

13



“grooves” (“surcos nucleares”, suelen estar presentes en
nucleos alargados o fusiformes a lo largo del eje mayor del
mismo, representacion de un pliegue de membrana), los
microfilamentos (que pueden condicionar el aclaramiento
nuclear), la presencia de papilas verdaderas (a las que debe su
nombre) dispuestas al azar y con un eje fibrovascular en torno
al que se disponen células epiteliales cubicas en monocapa o
estratificadas (aunque también puede presentar patron solido

o trabecular) o la invasion de tejido sano anexo.

El carcinoma papilar presenta una vascularizacion marcadayy,
en cerca de la mitad de los casos, cuerpos de psamoma
(estructuras basofilas que muestran laminacion concéntrica,
en probable relacion a necrosis celular y un indicio bastante

claro de que nos encontramos ante un carcinoma papilar) [6].
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En el manejo clinico de dichos tumores, la clasificacion de
Bethesda con sus seis categorias ha demostrado ser predictiva
y prondstica tanto para el manejo clinico como quirdrgico de

dicha patologia [7-9].

El cancer de tiroides y en concreto el carcinoma papilar,
aunque puede estar presente en cualquier edad, tiene una
mayor incidencia en poblacién joven y de sexo femenino.
Historicamente relacionado con la exposicion a radiacion, el
carcinoma papilar ha visto como su incidencia ha ido
aumentando en los ultimos afios. Propiciado en gran medida
por la mejora de las técnicas diagndsticas y un pronto
diagnostico de esta patologia en estadios tempranos de la
enfermedad, esto no se ve acompafnado de un aumento de la

mortalidad ocasionada por el mismo [12].
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Fue en este contexto en el que la Asociacion Americana de
Tiroides (ATA) junto al Grupo de trabajo de servicios
preventivos de EEUU (USPSTF) lanzé una recomendacion
desaconsejando biopsiar aquellos nodulos de pequeno
tamafio o sin caracteristicas sospechosas, asi como el
screening de cancer tiroides en la poblacion general [10].

El carcinoma papilar de tiroides se asocia una alta tasa de
recurrencia en contrapartida a un buen pronostico,
encontrando desde pacientes que tienen un curso indolente
de la enfermedad hasta otros que por su rapida progresion

necesitaran tratamiento mas agresivo desde el comienzo.
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1.- Epidemiologia.

El carcinoma papilar de tiroides puede estar presente
practicamente en cualquier rango etario, siendo el género
femenino el mas afectado, hasta tres veces mas que el

masculino [10-11].

Los factores clasicamente relacionados con la aparicion del
carcinoma papilar son los ambientales, dentro de los que
encontrariamos las radiaciones ionizantes, los quimicos como
los pesticidas, algunos de ellos disruptores hormonales,
procesos médicos que implican enfermedades autoinmunes

con afectacion tiroidea y otros factores como la obesidad [11].

Es de sobra conocida la relacion entre las radiaciones
ionizantes y el cancer de tiroides, motivada en gran medida

por la localizacion anatomica del tiroides y su sensibilidad a las

17



radiaciones especialmente en edades tempranas. Existen
estudios que demuestran la relacion entre la exposicion a
radiaciones por técnicas diagnosticas/terapéuticas y el cancer
del SNC, hematoldgico y tiroideo en base a la acumulacion de
dosis de exposicion [6,11].

La exposicion a radiacion en EEUU en los ultimos 25 afios se
ha duplicado debido en gran medida al uso de diversas
técnicas diagnodsticas, como por ejemplo el TAC en el que al
menos un tercio de ellos se realiza en la zona de la cabeza y el
cuello afectando la exposicion a la glandula tiroides.

La sensibilidad a la radiacion es mayor en pacientes jovenes,
aunque no puede ser excluida como agente etiopatogénico en
pacientes de mayor edad [11].

Actualmente técnicas como la secuenciacion de nueva
generacion (NGS) han puesto de manifiesto la asociacion de la

exposicion a radiacion de Chernobyl con la aparicion de

18



inversiones y traslocaciones, sintoma de la ruptura del DNA, y
con la presencia de fusiones driver en el analisis del RNA. En
pacientes jovenes se ha visto baja tasa de mutaciones

somaticas [11].

En cuanto a la influencia de los productos quimicos sobre la
aparicion del carcinoma papilar, hay estudios que han
demostrado la presencia de trazas de metales pesados como
el cadmio (Cd) y el uranio (U) en tejido tumoral frente a tejido
sano. El cadmio acumulado en las células foliculares altera el
normal funcionamiento mitocondrial, pudiéndose utilizar
derivados del selenio como protectores y quimiopreventivos
frente a la muerte celular y el estrés oxidativo. La exposicion a
metales pesados en el contexto de un tiroides hipofuncionante
contribuye a la malignizacion celular [11]. Esto llevaria a

pensar que puede existir una relacion entre la exposicion a los
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mismos y la aparicion en el tiroides de un carcinoma papilar.
No obstante, los estudios precisan ampliar el tamafo de las
cohortes estudiadas y la homogeneidad de las mismas para

llegar a resultados mas concluyentes [11].

La obesidad considerada como un sindrome multifactorial v,
mas concretamente, el indice de masa corporal ha presentado
historicamente un valor importante como factor de riesgo
tanto cardiovascular como de cancer, incluido el de tiroides,
asociandose en este caso con un peor prondstico asociado a
factores tales como el tamafio tumoral o la multifocalidad. La
presencia de resistencia a la insulina e hiperinsulinemia
parece tener relacion como factor de riesgo en el desarrollo

del cancer de tiroides [11].



Los niveles elevados de TSH secundaria a niveles bajos de
yodo constituyen un estimulante en la proliferacion de las
células foliculares describiéndose su relacion con el
incremento del cancer en estudios realizados con animales,
aunque no ha sido posible demostrar la misma en humanos

[11].

Clasicamente se ha relacionado la presencia de tiroiditis
autoinmune como factor protector frente al carcinoma
asociandose con tumores de menor tamafno y menor tasa de
metastasis. Estudios de la relacion entre procesos
autoinmunes y el carcinoma papilar de tiroides han
demostrado su relacion en cuanto a la prevalencia de
multifocalidad, si bien no ha podido demostrarse su asociacion

con variantes histologicas concretas.



En cuanto a la relacion con la presencia de lesiones tipo
nodulo solitario o bien patologia multinodular, se ha visto
mayor relacion con la presencia de lesiones Unicas en relacion
a niveles de consumo bajo de yodo (I) [11].

Factores como la exposicion a lo polucién y otros como la dieta
o el estilo de vida no han sido adecuadamente estudiados.
Ciertos factores de la dieta, asi como contaminantes
ambientales pueden alterar la metabolizacion del yodo vy la

normal produccion de la hormona tiroidea.



2.- Carcinoma papilar de tiroides. Variantes histologicas.

El carcinoma papilar de tiroides es un tumor de estirpe
epitelial cuyos rasgos distintivos son la arquitectura papilar y
los rasgos caracteristicos nucleares, asi como su
comportamiento invasivo [6,13].

La WHO establece en 2017 la siguiente clasificacion del

carcinoma papilar de tiroides (CPT) [43]:

e \Variante clasica (Imagen 1): las caracteristicas

morfologicas que definen al subtipo clasico son las
formaciones papilares y los cambios nucleares. En
cuanto a la arquitectura, si bien las papilas no tienen
por qué ser el patron unico en el carcinoma papilar de
tiroides, si que es uno de los rasgos que definen a este

tumor y en concreto a este subtipo.



Estas formaciones presentan ejes fibrovasculares de
grosor variable, ocasionalmente ramificados
recubiertos por la celularidad neoplasica epitelial. Los
cambios nucleares  suelen ser esencialmente Ila
variabilidad en tamafio, irregularidades de Ia
membrana con presencia de pseudoinclusiones o los
“grooves”, asi como la disposicion de la cromatina

caracteristica.

L X We
YA TA o

Imagen 1. Presencia de nucleos de tamafio variable, con
pseudoinclusiones o “grooves”.
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Variante folicular (Imagen 2): compuesto enteramente

o casi por estructuras foliculares que conservan los
rasgos citologicos del carcinoma papilar. En los casos
no encapsulados o infiltrativos el comportamiento es

similar a papilar clasico.

Imagen 2. Presencia de rasgos citoldgicos propios del carcinoma
papilar con arquitectura tipicamente folicular.

25



Variante encapsulada: carcinoma totalmente rodeado

de capsula. Supone hasta un 10% de los casos de
carcinoma papilar y aunque puede metastatizar, es

relativamente raro que lo haga.

Microcarcinoma papilar: carcinoma papilar de 1 cm o

menos con o sin capsula. Frecuentemente como

hallazgo incidental. Mas frecuente en varones.

Variante de células columnares: rara variante

caracterizada por delgadas papilas o espacios
glandulares cubiertos por epitelio estratificado y
citoplasma claro, careciendo de muchos de los rasgos
citologicos del carcinoma papilar, por lo que ha llegado

a cuestionarse que se trate de un subtipo del mismo.



Variante oncocitica (Imagen 3): la arquitectura sigue

siendo papilar o folicular, pero el citoplasma celular
adquiere mayor volumen con aspecto granular. Puede
simular un Tumor de Warthin de glandula salival,
asociando intensa inflamacién cronica. Variante
extremadamente rara en su forma pura, si bien pueden
estar presente los rasgos oncociticos en otras variantes

histoldgicas. Prondstico generalmente bueno.

Imagen 3. Esta variante presenta caracteristicas que recuerdan a
un tumor de Warthin, con cambios oncociticos (citoplasma
eosindéfilo, con ntcleo con marcado nucléolo).

27



Otras variantes:

o Esclerosante difusa: variante muy poco comun con

diagnostico diferencial con Tiroiditis de Hashimoto en
el que podemos encontrar afectacion de ambos
[6bulos por una esclerosis densa, cuerpos de
psamoma, intenso infiltrado linfocitico y metaplasia
escamosa.

Células altas o “tall cells” (Imagen 4): variante

relativamente frecuente, que asocia la arquitectura
papilar a la presencia de un recubrimiento epitelial de
células altas en las que encontramos unas
prominentes pseudoinclusiones nucleares y pueden
tener intenso infiltrado inflamatorio asociado.
Subtipo agresivo con alta tasa de recurrencia y
mortalidad comparado con el carcinoma papilar

clasico [23].



Imagen 4. Las células en este subtipo presentan morfologia alta,
conservando los rasgos papilares, con presencia de prominentes
pseudoinclusiones.

o Morular-cribiforme: subtipo muy raro con patrén de

crecimiento cribiforme o formando morulas vy
generalmente encapsulado. Su morfologia puede
estar constituida por mezcla de distintos patrones
(cribiforme, folicular, papilar, trabecular y solido).

Podemos encontrar grooves y pseudoinclusiones,

29



aunque los nucleos no suelen ser especialmente
claros. Frecuente invasion vascular o capsular.

Tachuela o “Hobnail”: variante rara en la que

podemos encontrar células con citoplasma eosindfilo,
nucleo de disposicion apical y nucléolo prominente,
dispuestas en arquitectura papilar, micropapilar o
folicular. Son frecuentes las figuras mitdticas y los
focos de necrosis.

PTC con fibromatosis/estroma fascitis like:

prominente reaccion estromal que supone Ia
necesidad de hacer un diagnéstico diferencial entre
este tumor y entidades como la fascitis nodular, la
fiboromatosis y otras enfermedades proliferativas
estromales.

Trabecular/sélida: variante muy infrecuente dentro

del carcinoma papilar de tiroides. Presenta

30



caracteristicamente un patron de crecimiento ya sea
solido o trabecular, manteniendo las caracteristicas
citolégicas del carcinoma papilar clasico, pero sin
focos de necrosis.

Células fusiformes: la metaplasia de células

fusiformes puede aparecer en el carcinoma papilar de
tiroides, pudiendo estas areas estar presentes en un
rango variable de frecuencia. Rasgos distintivos de Ia
variante fusiforme con respecto al carcinoma
anaplasico son los nucleos de aspecto blando y la
ausencia de necrosis y mitosis.

Células claras: a nivel arquitectural puede presentar
un patron de crecimiento bien papilar con ejes
fibrovasculares o bien en patron solido. Los cambios
de células claras pueden coexistir con cambios

eosinofilos u oncociticos [14] y podriamos encontrar
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cuerpos de psamoma, asi como cambios de células
columnares. Su comportamiento es similar al
carcinoma papilar clasico.

Variantes Warthin-like (Imagen 5): es caracteristica la

presencia de un prominente infiltrado inflamatorio
cronico en el que encontrariamos celularidad de
habito oncocitico con caracteristicas nucleares tipicas

del papilar. Subtipo histoléogico mas frecuente en

mujeres en torno a la quinta década [15].

Imagen 5. Celularidad de habito oncocitico con presencia de infiltrado

inflamatorio crénico prominente.
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3.- La PAAF en el diagnostico del carcinoma papilar de
tiroides.

La puncién aspiracion por aguja fina (PAAF) en el diagnostico,
tanto de lesiones quisticas como solidas, se considera una
técnica de bajo coste y morbilidad, que precisa en el caso del
tiroides, en algunos casos, del uso combinado con la ecografia
para su ejecucion. En la secuencia del estudio de la patologia
tiroidea se considera como primer paso en la toma de
decisiones tanto diagndsticas como terapéuticas.

A continuacion se describen de forma somera los principales
rasgos citologicos con los que nos podemos encontrar en el
diagnodstico del carcinoma papilar de tiroides mediante técnica

PAAF.
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Rasgos citologicos del carcinoma papilar de tiroides en el
diagnostico mediante PAAF [16,17]:
¢ Rasgo cuantitativo:
o Hipercelularidad (Imagen 6).
e Rasgos arquitecturales:
o Papilas (Imagenes 7y 8).
o Nidos monocapa.

o Grupos tridimensionales

e Rasgos nucleares:

o Nucleo oval.

o Aumento de tamafo nuclear (Imagen 9).

o Apifamiento nuclear y moldeamiento.

o Cromatina palida, “pulverizada” o en vidrio es-

merilado.
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o Nucléolo (pequefio o grande) excéntrico (Ima-
gen 10).

o Pseudoinclusiones nucleares y hendiduras o
“grooves” (Imagenes 11y 12).

o Membrana nuclear irregular.

e Otros rasgos:

o Citoplasma variable (escaso, acantotico, esca-
moide, parecido a Hurthle, vacuolado, “waxy”
(Imagen 13).

o Histiocitos (células gigantes multinucleadas)
(Imagen 14).

o Cuerpos de psammoma (Imagen 16).



Hipercelularidad, papilas y otros. Uno de los rasgos comunes
en las citologias obtenidas mediante técnica de puncion aspi-
racion por aguja fina es que son marcadamente celulares, si

bien de forma aislada éste no es un requisito suficiente ni im-

prescindible para llegar al diagndstico de carcinoma papilar.

Imagen 6. Caracteristicamente son extendidos hipercelulares, si bien un
extendido hipocelular no es excluyente.
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Las papilas pueden ser de gran tamafio y en la PAAF en oca-
siones solo se aspiran fragmentos de epitelio en monocapa de
contornos irregulares. Pueden verse grupos tridimensionales
gue se asemejan a las estructuras papilares, pero sin eje fibro-

vascular.

Imagen 7. Imagen 8.

Imagenes 7 y 8. Los extendidos hipercelulares caracteristicamente estan
constituidos por formaciones papilares con ejes fibroconectivos finos,

ocasionalmente en forma de racimos.
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Cambios nucleares. Los nucleos del carcinoma papilar estan
agrandados (Imagen 9) y tienen morfologia ovalada, en com-
paracion a los nucleos del tejido tiroideo sano. Este criterio no

se cumple en el subtipo folicular donde este es menor.

Imagen 9. Es caracteristica la presencia de nucleos agrandados, irregulares

en formay con amoldamiento nuclear.
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Presenta un patron de cromatina unico, siendo una impor-
tante caracteristica en su diagnostico. Tiene cromatina fina-
mente granular, dando al nucleo un aspecto claro y uniforme,
con presencia de un pequefo nucléolo excéntrico. Estas carac-

teristicas son mas evidentes con tincion de Papanicolau.

Imagen 10. Nucléolo excéntrico e inclusiones nucleares (grooves).

Las pseudoinclusiones y hendiduras corresponden a pliegues
de la membrana nuclear. Cuando aparecen afectan al eje ma-
yor del nucleo dandole a este un aspecto en grano de café. Si

bien suelen ser frecuentes, no constituyen un rasgo especifico
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del carcinoma papilar de forma aislada, pudiendo aparecer en
otras entidades. Es en combinacion con rasgos como el de
nucleo ovalado cuando adquieren relevancia en el diagnosti-
co. Ciertos artefactos de las preparaciones citolégicas pueden
simular dichas pseudoinclusiones, por lo que hay que tenerlos

en cuenta llegado el caso.

Imagen 12. Pseudoinclusiones y grooves.
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Citoplasma. El citoplasma de las células del carcinoma papilar
de tiroides es abundante, en ocasiones escamoide, rasgo que
tampoco es especifico, pero que debe ser tenido en cuenta

como signo de alarma (Imagen 13).

Imagen 13. Citoplasma escamoide (waxy). Nucleos redondos y

alargados con pseudoinclusiones.

Células gigantes. Pueden estar presentes en estay otras pa-
tologias no tumorales constituyendo, por tanto, un rasgo no

especifico (Imagen 14).
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Imagen 14. Células gigantes multinucleadas.

Coloide en “goma de mascar”. Otro rasgo que de forma aisla-
da no es especifico, pero que unido a otros debe hacernos
sospechar que estemos ante un caso de carcinoma papilar

(Imagen 15).

Imagen 15. Coloide denso, escaso, en goma de mascar.
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Cuerpos de psamoma. En probable relacion a calcificacion de
las puntas de las papilas. Tampoco es especifico. Ante la pre-
sencia de estas calcificaciones concéntricas, se debe estudiar
la presencia de otros rasgos citomorfolégicos tipicos del carci-
noma papilar, considerandose en una lesion quistica como un

rasgo atipico.

Imagen 16. Calcificaciones concéntricas (cuerpo de psamoma).
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4.- Clasificacion BETHESDA

El sistema de Bethesda constituye un sistema estandarizado

gue mediante un numero limitado de categorias pretende

clasificar los hallazgos citologicos en la PAAF de tiroides [18].

La version utilizada en nuestro estudio es la del afo 2017 vy

establece seis categorias, producto de la revision de las guias

de manejo de los nodulos tiroideos, asi como la introduccion

de técnicas moleculares y de nuevas entidades como el NIFTP.

Las seis categorias son las siguientes:

NO DIAGNOSTICA O INSATISFACTORIA.

Contenido quistico o material acelular (por ejemplo,
material hematico, artefacto de coagulacion)
BENIGNO

Hallazgos citologicos compatibles con nodulo

folicular benigno, como nodulo coloide o
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adenomatoide por ejemplo, con tiroiditis linfocitica
(Hashimoto) dentro de un adecuado contexto
clinico, con tiroiditis granulomatosa (subaguda).
ATIPIA DE SIGNIFICADO INCIERTO O LESION
FOLICULAR DE SIGNIFICADO INDETERMINADO.
NEOPLASIA FOLICULAR O SOSPECHOSO PARA
NEOPLASIA FOLICULAR. Especificamente si hay
células oncociticas (células de Hurthle).
SOSPECHOSO PARA MALIGNIDAD.

Sospechoso para carcinoma papilar.

Sospechoso para carcinoma medular.

Sospechoso para carcinoma metastasico.
Sospechoso para linfoma.

Otros.
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VI. MALIGNO.
Carcinoma papilar de tiroides.
Carcinoma pobremente diferenciado.
Carcinoma medular de tiroides.
Carcinoma indiferenciado (anaplasico).
Carcinoma de células escamosas.
Carcinoma mixto.
Carcinoma metastasico.
Linfoma No-Hodgkin.

Otros.

Cada una de las categorias conlleva un riesgo determinado de
malignidad que condicionan las consiguientes medidas a
tomar a la hora del seguimiento y manejo clinico del mismo.

Por ejemplo: las dos primeras conllevan un riesgo inferior al 10%

y si bien en la categoria | seria conveniente repetir la toma de



muestra, en la categoria Il el paso a seguir seria el estudio
mediante ecografia. En las dos ultimas categorias el riesgo
supera el 50% y estaria indicada en ambos casos la cirugia. En
los dos grupos intermedios las guias recomiendan el estudio

de alteraciones moleculares.
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5.- Mutaciones en el carcinoma papilar de tiroides
(Generalidades).

Aunque actualmente el uso de dianas terapéuticas en el
carcinoma papilar de tiroides es limitado, las mutaciones o
alteraciones genéticas asociadas al mismo son ampliamente
conocidas [19].

Los eventos oncogénicos en la via MAPK pueden identificarse
en hasta el 90% de estos carcinomas, estando activada en
mutaciones BRAF o RAS, asi como reordenamientos (RET,

NTRK y ALK).

Las distintas alteraciones han sido clasicamente relacionadas
con rasgos concretos dentro de la enfermedad. Asi vemos que
tumores con mutaciones BRAF V600E, presentan altos niveles
de vias de activacion MAPK, un score bajo de diferenciacion

tiroidea y alta heterogeneidad en cuanto al perfil molecular,
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representando en su mayoria al carcinoma papilar

convencional.

En contrapartida, los tumores con presencia de mutaciones
RAS, tienen bajo nivel de senalizacidon en vias MAPK, con alta
diferenciacion tiroidea, siendo mas homogéneos en cuanto al
perfil molecular y representan sobre todo al subtipo folicular

dentro de los carcinomas papilares de tiroides [20,21].

El protooncogen RET codifica un receptor con actividad
tirosinquinasa expresado por ejemplo en las neuronas
sensoriales [22] y conlleva una cascada intracelular con
actividad incontrolada de la via MAPK. A lo largo de la historia
se han descrito varios reordenamientos RET, aunque su
prevalencia es variable en los distintos estudios en probable

relacion a condicionantes geograficos o étnicos. Tras el
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accidente de Cherndbil fueron descritos, ademas de las
anteriores, otras fusiones como las de NTRK y BRAF [19].
Asociada a formas mejor diferenciadas del carcinoma papilar
de tiroides, se cree que esta participa en el inicio del proceso,

pero no en los eventos posteriores [22].

El gen BRAF pertenece a la familia de las serina/treonina
tirosinquinasas, siendo la V600E la mutacion mas frecuente.
Esta presente en hasta el 80% de algunas de las variantes
como la clasica. La presencia de mutaciones BRAF se asocia
con rasgos distintivos arquitecturales o citolégicos como las
“plump cells”, el citoplasma eosindfilo y los nucleos en forma

de hoz (“sickle-shaped nuclei”).

Segun el estudio de Virk, Prasad y otros (2014) [25], la

mutacion BRAF se asocia en histologia con ciertos rasgos
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morfoldgicos propios del carcinoma papilar (rasgos nucleares,
bordes infiltrativos, reaccion estromal y “plump pink cells”
entre otros) [24-26]. Salvo los cuerpos de psamoma, todos
demostraron sensibilidad, aunque poca especificidad a la hora
de predecir la presencia o no de la mutacion. Segun este
mismo estudio, la presencia de mutacion era
significativamente inferior en aquellos casos con rasgos
foliculares.

Filkestein y cols, en su estudio publicado en 2012 [23], vieron
que los rasgos eosinodfilos asociados a variantes como la de
células altas y la oncocitica, se asociaban con mayor frecuencia
a la presencia de mutacion. Dichos rasgos citoplasmaticos se
asociaban con otros caracteristicos del papilar, como los rasgos
nucleares, los grooves, las pseudoinclusiones o las membranas

irregulares.



Se trata de una alteracion temprana y esta presente en la
mayoria de los casos de forma clonal. Otras mutaciones BRAF
suelen presentarse en otros subtipos. En el caso de los
reordenamientos, estos suelen estar relacionados con la
exposicion a la radiacion.

En los distintos estudios la frecuencia de las mutaciones de
BRAF es variable, si bien la presencia de las mismas parece
condicionar un peor prondstico, estar asociado a presencia de
metastasis, a riesgo de invasion y recurrencia, si bien esto no

queda del todo claro.

En cuanto a las dianas terapéuticas, se ha visto respuesta
clinica a los inhibidores de la tirosinquinasa en estadios
avanzados de la enfermedad.

Las mutaciones y consiguiente activacion de la sefializacion

de RAS puede estar presente en hasta el 30% de los tumores,
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incluyendo tanto lesiones benignas como malignas,
presentandose en una mayor frecuencia en el carcinoma

folicular de tiroides que en el papilar [20,21].

Dentro de los reordenamientos, las fusiones RET son las mas
prototipicas en el carcinoma papilar de tiroides. Si bien se han
llegado a describir hasta dieciséis fusiones, presentes en hasta
el 30% de los carcinomas papilares, la mas frecuente con hasta
el 60% de los casos es la CCDC6/RET, seguida de la
NCOA4/RET con un 30%. Relacionados con la exposicion a
radiacion en nifos o jovenes e identificados en hasta el 62,3%
de los casos tras el accidente nuclear de Chernabil [6].
Predominan los casos con histologia clasica, cuerpos de
psamoma y alteraciones nucleares concretas, considerandose

una alteracion molecular temprana.
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Con los avances en la biopsia liquida, ha sido posible la
deteccion de esta alteracion en sangre periférica de pacientes
afectos. Generalmente esta alteracion se ha asociado a un
aumento de la morbimortalidad, aunque generalmente en
casos con historia de exposicion a radiacion, pudiendo

encontrar casos de curso indolente.

En el caso de NTRK, podemos encontrar fusiones con TPM3,
TPR y TFG en el caso de NTRK1 o con ETV6 en el caso de
NTRK3. Estas fusiones han sido descritas hasta en un 10% de
los carcinomas papilares, presentando caracteristicas tanto
clinicas como patolégicas similares a las encontradas
relacionadas con RET, siendo mas frecuentes en jovenes y en

relacion a exposicion a radiacion [6].
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Solo entre un 1-5% de los carcinoma papilares de tiroides
presentaran fusiones ALK. Los principales rasgos asociados con
esta fusion son la variante folicular y el patron solido e
infiltrativo. Las técnicas para su deteccion incluyen Ia
inmunohistoquimica y la hibridacion in situ. Se ha descrito

respuesta a inhibidores ALK en ciertos pacientes [6].

Las mutaciones del promotor TERT, asociados clasicamente a
peor pronostico, pueden llegar a estar presentes hasta en un
15% de los casos y su asociacion con otras mutaciones como la
BRAF V600E conlleva un prondstico y comportamiento
agresivo [6, 27-29].

Las sustituciones MED12-G44C consistentes en ganancias o
pérdidas de funcion y mutaciones RBM10 fueron descritas en

formas fatales de la enfermedad [6].
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Existen casos descritos asociados a mutaciones en la linea
germinal en relacion a sindromes que predisponen a la
aparicion del carcinoma papilar de tiroides (Sindrome DICER1)

motivados por una expresion disregulada de microRNAs.



5.1. La mutacion BRAF y el carcinoma papilar de tiroides.
Cronologia de una relacion.

La mutacion BRAF es la mas comun entre el mas comun de

los carcinomas de tiroides [2,30-33].
Esta es probablemente la que mas atencion ha atraido desde
qgue la patologia molecular y el uso de biomarcadores han
pasado a ser parte del dia a dia de la patologia, siendo
innumerables los articulos publicados.

La mutacion BRAF en tiroides fue descrita hace ya 20 afos vy si
bien clasicamente ha sido relacionada con peores resultados
tanto clinica como patolégicamente [2,34-36], se ha seguido
buscando a lo largo de su historia su utilidad como diana
terapéutica, mas alld del valor meramente prondstico, como
ya de hecho sucede en patologia tumoral de otras

localizaciones [37-39].
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El BRAF, como subtipo de RAF quinasa, forma parte del
proceso de tumorogénesis, siendo parte constitutiva de la
activacion de la via MAPK, contribuyendo tanto a la
proliferacion, como al crecimiento y a la division celular.

La via MAPK (proteina quinasa de mitogénesis activada)
engloba a tres proteinas quinasas que son la llave en vias de
sefalizacion que regulan procesos como la proliferacion, la
diferenciacion celular y su muerte.

Cada una de las cascadas consta de una sefal extracelular
qgue tras su activacion mediante una molécula de GTPasa
provocaria el paso de MAPKK a MAPK. Los integrantes de esta
via con gran implicacion en el proceso de tumorogénesis del
carcinoma papilar de tiroides son, en concreto, el receptor
tirosinquinasa RET, la proteina Ras o la quinasa RAF [22].
Dichas alteraciones (excluyentes entre si) propiciaran la

aparicion de hasta un 70% de estos tumores.
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Centrandonos en el RAF podemos destacar de sus inicios el
que este fue estudiado en roedores y aves, identificandose
hasta tres genes de dicha familia, el A, B y C-RAF.

A través de la activacion de RAS situado en la membrana
celular, se induce la fosforilacion de B-RAF activando
constitutivamente ERK e iniciando el proceso de
tumorogénesis.

Estas mutaciones pueden ser encontradas en relacion a
tumores de colon, melanoma, ovario y el carcinoma papilar de
tiroides entre otros, siendo la mas frecuente en este ultimo
caso la V600E, mutacion que convierte al B-RAF en una

estructura activada [22].

En el caso del tiroides y en concreto en el carcinoma papilar,
la mutacion BRAF se presenta en solitario en hasta un 40% de

los casos, siendo rara su asociacion a otras mutaciones.
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Presente en pacientes de edad mas avanzada que otras
mutaciones y sin relacion con la exposicion a radiacion, como

si que se ha visto en otras mutaciones como el RET.

El B-RAF como detonante de la génesis del carcinoma papilar
parece estar presente en los estadios iniciales del proceso [22]
en relacion principalmente a variantes del carcinoma papilar
con peor comportamiento.

Clasicamente relacionada con un peor prondstico por
encontrarse en casos con extension extratiroidea en el
momento del diagndstico, presencia de metastasis y riesgo de
recurrencia, es ahora cuando empieza a medirse su peso como
biomarcador con posible enfoque terapéutico, como de hecho

ocurre en otros tumores [37-39].
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Las vistas se han posado en los inhibidores de Ia
tirosinquinasa con la finalidad de bloquear el punto de union
del ATP que promueve la activacion de la via, si bien estos
inhibidores no suelen ser especificos. Otra opcion en estudio
es el uso de inhibidores especificos de B-RAF, que no han
demostrado ni potencia ni especificidad, y los bloqueadores

de MEK [22].



PLANTEAMIENTO,

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

63






PLANTEAMIENTO, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Planteamiento.

Ampliamente estudiada en tumores de otras localizaciones,
el BRAF, y en concreto el V600E, es diana terapéutica en
melanoma y ciertos tumores de pulmon, siendo considerado
en carcinoma papilar de tiroides un factor prondstico a

considerar en el seguimiento de los pacientes afectos.

Como vimos en la introduccion, podemos encontrar la
existencia de correlacion entre algunos patrones
histomorfologicos (tipos histoldgicos, infiltracion peritumoral,
plump pink cells y reaccion desmoplasica desmoide) y la
presencia de las alteraciones moleculares descritas en el

carcinoma papilar de tiroides [24-26].
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Ciertos signos citologicos en la PAAF tales como las “plump
cells”, con citoplasma poligonal y eosindfilo, junto a la
presencia de nucleos en forma de hoz pueden predecir la

presencia de la mutacion BRAF [16, 40-42].

Es por ello que hemos querido estudiar la existencia de
relacion entre las caracteristicas citologicas del carcinoma
papilar (que no dejan de ser una traduccion de los rasgos
histomorfologicos ampliamente conocidos), su clasificacion
segun los criterios de Bethesda y la mutacion BRAF,
determinando sus frecuencias, para estudiar su asociacion
con la misma y poder determinar asi su potencial valor

predictivo.



La mutacion BRAF, ampliamente estudiada y conocida en el
carcinoma papilar de tiroides, ha sido relacionada con rasgos
histolégicos del mismo. Estos rasgos tienen traduccion a nivel
citolégico con lo que el planteamiento inicial es si estos

pueden tener capacidad predictiva de la mutacion BRAF.

Hipotesis.

1. Los signos citologicos de las muestras obtenidas por PAAF
tiroidea y su clasificacion dentro de Bethesda se relacionan
con la mutacion BRAF.

2. Los rasgos citologicos de una PAAF pueden ser predictivos de

la mutacion BRAF en las biopsias diagnosticas.

Para ello nos planteamos como objetivos:
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Objetivos.

Estudiar las caracteristicas citomorfologicas de las citologias
obtenidas por PAAF previas a la intervencion en pacientes con
diagnostico definitivo histologico de carcinoma papilar de
tiroides.

Determinar la presencia de la mutacion de BRAF en la muestra
histoldégica de dichos casos.

Establecer la presencia o no de relacion estadistica entre
dichos rasgos citomorfolégicos y la presencia de mutacion

BRAF, asi como su posible valor predictivo.
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MATERIAL Y METODOS.

Con esta finalidad se escogio un periodo de alrededor de 5
afos, dentro del que fueron seleccionadas muestras
citologicas provenientes de PAAF de tiroides de pacientes a los
que tras tratamiento quirdrgico, se les diagnostico de

carcinoma papilar sobre pieza quirurgica.

Las citologias finalmente estudiadas fueron 63, siendo
descartadas para ello aquellas cuyo material resultd
insuficiente o pertenecian a entidades como el NIFPT. Dichas
citologias fueron clasificadas segun las categorias de Bethesda
[18]. Como ya se mencion6 anteriormente, dichos pacientes
fueron tratados quirdrgicamente y el resultado de su estudio
histologico fue de carcinoma papilar de tiroides.

Las muestras provenian de técnica de puncion aspiracion con

aguja fina, tomadas de pacientes previo consentimiento



informado de la misma y fueron tefiidas a posteriori con Diff-
Quick o bien con Papanicolau.

La técnica D-Q consiste en sumergir durante 10 a 15
segundos los portaobjetos en distintas soluciones (metanol
verde rapido, Eosina G y tiazina, seguido de enjuague con agua,
secado y montaje DPX).

La tincion de Papanicolaou consiste en fijar las muestras en
alcoholes desde 962 a 709, tincion con hematoxilina de Harris
2 min, enjuague con agua, alcoholes nuevamente en esta
ocasion de manera creciente hasta 962, Naranja G por 6 min,
dos inmersiones en alcohol 952, EA50 durante 2 minutos, tres
alcoholes hasta 1002, 20 inmersiones rapidas en cada uno, y
tres xiloles, 20 inmersiones en cada uno y montaje final en

DPX.



La técnica D-Q es una modificacion de la tincion de Wright-
Giemsa que se usa como tincion rapida en anatomia
patologica y permite una tincion selectiva de compuestos
eosinodfilos o bien basofilos en funcion del tiempo que se
invierta en cada uno de los pasos de la tincion. Permite tefir
muestras secadas al aire. Es junto al Papanicolau una de las

dos técnicas de tincion mas utilizadas en citopatologia.

Para el estudio citologico de las muestras seguimos las
directrices de la Clasificacion de la OMS y su revision de 2017
[43]. Segun Douglas P. Clark and William C. Faquin [17],
pueden identificarse hasta 21 rasgos citologicos en relacion al
carcinoma papilar de tiroides, entre ellos la hipercelularidad,
las estructuras papilares, las |laminas tridimensionales, las
monocapa, la forma acantodtica o de “cera”, laminas en forma

de panal, los nucleos redondos y uniformes, los nucleos



ovalados, los nucleos agrandados y nucléolos redondos
excéntricos, la cromatina palida y cromatina de textura, los
“grooves” o ranuras y las pseudoinclusiones, las células
gigantes multinucleadas, el coloide denso o en goma de
mascar, los cuerpos de psammoma, y las caracteristicas
foliculares como estructuras foliculares, los nlucleos redondos,
cromatina clara y pseudoinclusiones. Estas fueron valoradas
por dos observadores, siendo clasificadas segun Bethesda.
Posteriormente se realizo el estudio de mutacion mediante
técnica de pirosecuenciacion de la muestra tisular obtenida de

la cirugia del tumor.

Ya en 2014, Rossi y cols [40] se plantearon estudiar el
potencial predictivo de |la presencia de la mutacion BRAF en el
carcinoma papilar de tiroides de ciertos rasgos

citomorfologicos (“plump cells”, rasgos nucleares del papilar



clasico, nucleo en forma de hoz “sickle nuclei”, cuerpos de
psamoma y cambios quisticos) [16, 40-42]. Las conclusiones
del estudio fueron que solo la presencia de los nucleos en
forma de hoz (“sickle nuclei”) demostré tener una
especificidad y sensibilidad del 100% en cuanto a potencial
predictor de la mutacion BRAF en el carcinoma papilar de

tiroides.



Analisis de la mutacion BRAF en el tejido.

Se selecciond el bloque de tejido parafinado mas
representativo para la purificacion de ADN. Tres secciones de
parafina de 10 pum fueron desparafinizados e hidratados
haciendo microdiseccion del drea tumoral colocandolo en
tampon TENS (Tris-EDTA-NaCl-SDS).

A continuacion se realizé la digestion con proteinasa K,
extraccion con fenol-cloroformo y posterior purificacion del
DNA [44].

La secuencia BRAF fue amplificada en reacciones de 25 pL
qgue contenian 20 ng de ADN, 4 pL de dH20, 12,5 pL GoTaq®
Hot Start Master Mix (Promega, Madison, WI) y 1 uL de los
siguientes cebadores a 25 pM cada uno:

BRAF-F2  5“-TGATTTTGGTCTAGCTACA-3”

BRAF-R bio 5“TCCAGACAACTGTTCAAACTGAT-3”

76



Para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se utilizo
el termociclador Bio-Rad MyCyClerTM (Bio-Rad, Hercules, CA)
con la siguiente programacion: 2 minutos a 952C, seguidos de
40 ciclos de 20 segundos a 94°C, 20 segundos a 552C y 20
segundos a 72°C. El producto de 170 pb se confirmé por
electroforesis en gel de agarosa al 2%.

Los productos de PCR se pirosecuenciaron con reactivos y
equipos PyroMark Q24 (Qiagen, Chatsworth, CA). Se uso
estreptavidina-agarosa en 70 pL de tampodn de union por 10 plL
de producto de PCR para capturar la hebra inversa, que luego
se aplico como plantilla para la pirosecuenciacion con el
cebador BRAF-seq.

El porcentaje de alelos mutados (% T>A) se evalué con el
software PyroMark, considerandose muestras con 210 % de

alelos como positivas.



Analisis estadistico.

Las variables categoricas fueron expresadas como
frecuencias y porcentajes, y las continuas como media y
desviacion estandar, cuando los datos siguieron una
distribucion normal, o como medianas y rangos intercuartilicos
(percentil 25 - 75) cuando las distribuciones se desviaron de la
normalidad. Los porcentajes se compararon utilizando el test
XZ, las medias usando el test t, y las medianas usando el test

de Wilcoxon. La significacion estadistica se fijo en p < 0,05.

El analisis de regresion logistica multivariante fue utilizado
para identificar factores que mantuvieran una asociacion

independiente con la mutacion.

Posteriomente se realizo la seleccion de variables con base

en el mejor subconjunto de regresion y el criterio de



informacion bayesiano (BIC). El modelo se resumio en valores
de p (test de razon de verosimilitud) y razones de probabilidad,
que se estimaron utilizando intervalos de confianza del 95%.
Para evaluar las variables “no folicular” “nudcleos no
redondos," y "cromatina no clara” como factores diagnosticos
de BRAF =10%, sensibilidades, especificidades, valores
predictivos negativos (VPN) vy valores positivos fueron
estimados utilizando intervalos de confianza del 95%. Los
datos se analizaron utilizando el paquete R, version 3.6.1 (R

Development Equipo central, 2019) [45].
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RESULTADOS.

De los 63 casos incluidos en el estudio, 43 de ellos
presentaron la mutacion BRAF V600E, lo que supone un 68,3%
del total. Los pacientes eran predominantemente mujeres, con
edades comprendidas entre los 39 y los 69 anos
aproximadamente (TABLA 1).

Histologicamente hablando, el subtipo clasico del carcinoma
papilar de tiroides fue el que mayor asociacion presento con la
presencia de la mutacion (28/31 casos). En el analisis logistico
multivariante fue el Unico factor que demostré una asociacion
independiente (odds ratio = 10.58; 95% Cl = 2.67-41.91)

(TABLA 2).

Los restantes tipos histologicos fueron por orden de

frecuencia: la variante folicular con 10, el microcarcinoma con
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7, el de células altas con 6, el oncocitico con 4, el

macrofolicular con 3 y el pobremente diferenciado con 2 casos.

De los rasgos citomorfolégicos los mas frecuentes fueron la
hipercelularidad (82,5%), que como bien se ha dicho
anteriormente, es frecuente pero no exclusiva de esta
patologia, los nucleos ovales y agrandados (81% y 74%),
cromatina palida (76,2%), el citoplasma con rasgos “waxy”,
escamoide y acantotico (77,8%), nucléolo excéntrico (71,4%),
nidos tridimensionales (69,8%) y los grooves (61,9%). Dichas
variables a pesar de mostrar elevado numero de casos

mutados no mostraron asociacion con la mutacion (TABLA 1).

Los rasgos citomorfolégicos que menos se encontraron en
nuestro estudio fueron la presencia de estructuras papilares
(50,8%), coloide denso o en “goma de mascar” (46%), nidos

monocapas con contornos irregulares (46%),
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pseudoinclusiones (41,3%), células gigantes multinucleadas
(38,1%) y los cuerpos de psamoma (9,5%). Si bien presentaron
un numero elevado de casos mutados, estos rasgos tampoco
mostraron asociacion con la presencia de la mutacion V600E.
Los rasgos eminentemente foliculares como las estructuras
foliculares (34,9%), nucleo redondo folicular (25,4%) y
cromatina clara (28,6%) mostraron una significacion negativa

para la presencia de BRAF.

Otro parametro tenido en cuenta en nuestro estudio fue la
clasificacion de las citologias segun el sistema de Bethesda.
Dicho sistema mostré en los estudios estadisticos asociacion
con la mutacion (TABLA 1) (p = 0.045). Los casos clasificados
inicialmente con categoria de la | a la Ill fueron reevaluados y

se constato que las muestras eran adecuadas y valorables.
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De los casos clasificados como categoria Ill, hubo dos casos

uno de subtipo clasico y otro macrofolicular.

En el caso de los clasificados como IV (19), los subtipos
encontrados fueron 8 de subtipo folicular, 5 del clasico, 2 de
subtipo oncocitico, 2 microcarcinomas y uno de los subtipos
células altas y con areas pobremente diferenciadas. En 16 de
los casos se diagnostico citologicamente de proliferacion
folicular.

Entre los clasificados como Bethesda V (25) encontramos 17
casos de subtipo clasico, 4 de células altas, 2 microcarcinomas,
1 oncocitico y 1 macrofolicular. Seis de los casos estudiados
fueron clasificados como Bethesda VI, 5 de ellos de subtipo
clasico y uno de células altas con areas pobremente

diferenciadas.
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Tabla 1. Signos citomorfolégicos y valores de BRAFV600E en biopsia de CPT.

BRAF Biopsia BRAF Biopsia
Total <10% Z10% P-
N =863 N=20 N=43 value
Edad (ahos) sS40t 570%tisa 526%131 0.286
149
Sexo: 03961
Masculino 16 (25.4) 5(25.0) 11(25.6)
Femenino a7 (74.6) 15 (75.0) 32 (7a.4)
Estructuras papilares 32 (50.8) 11 (55.0) 21 (a8.8) 0649
Hipercelularidad 52 (82.5) 18 (90.0) 34(79.1) 0478
Tridimensionalidad 44 (69.8) 14 (70.0) 30 (69.8) 0985
Nidos monocapa 29 (46.0) 9(a5.0) 20 (465) 0911
Nidos en panal de abeja 14 (22.2) 3(15.0) 11 (25.6) 0518
Nicleo redondeo 19 (30.2) 7(35.0) 12 (27.9) 0.568
Citoplasma “waxy” a9 (77.8) 15 (75.0) 34 (79.1) 0752
Niicleo oval 51 (81.0) 18 (90.0) 33 (76.7) 0309
Niicleo alargado a7 (74.6) 15 (75.0) 32 (7a.4) 0961
Cromatina palida a8 (76.2) 14 (70.0) 38(79.1) 0528
Cromatina textura fina 39 (61.9) 15 (75.0) 24 (s5.8) 0144
Nucléolo excéntrico as (71.4) 15 (75.0) 30 (69.8) 0669
Grooves 39 (61.9) 13 (65.0) 26 (60.5) 0730
Pseudoinclusiones 26 (41.3) 7(35.0) 19 (24.2) 0.491
Células gigantes muitinucieadas 24 (33.1) 5 (25.0) 19 (24.2) 0144
Coloide denso 29 (46.0) 2 (45.0) 20 (46.5) 0911
Cuerpos de psammoma 6(9.5) 2 (10.0) 4(9.3) - |
signos foliculares
Pseudoinclusiones 6(9.5) 4 (20.0) 2(4.7) 0.075
Estructura folicular 22(49) 13 (85.0) 9 (20.9) <0.001
Niicleo redondo 16 (25.4) 9 (45.0) 7 (16.3) 0.015
Cromatina clara 18 (28.8) 9 (45.0) 9 (20.9) 0.04%
Tipos histoldgicos de CPT < 0.001
Areas pobremente 2(32) 1 (5.0) 1(23)
diferenciadas
Clasico 31 (89.2) 3 (15.0) 28 (65.1)
Celulas altas 6(9.5) 2 (10.0) 4(9.3)
Oncocitico 4(6.3) 4(200) o
Folicular (FVPTC) 10 (15.9) 4(20.0) 6 (14.0)
Macrofollicular 3 (a.8) 3 (15.0) o
Microcarcinoma 7(11.1) 3(15.0) a(9.3)
Sistema Bethesda 0.045
Bl No diagndstic o 1(1.6) 1(s.0) L]
Bl Benigno 10 (15.9) 1(5.0) 9 (20.9)
Blll AUS/FLUS 2(3.2) 1(5.0) 1(2.3)
BIV FN/SFN 19 (30.2) 10 (50.0) 9(20.9)
BV Sospechoso de malignidad 25 (39.7) 5(25.0) 20 (46.5)
BV Maligno 6(9.5) 2(10.0) a(9.3)

Los datos son medias 5D, frecuencias (%) y medianas (1QR)



Tabla 2. Andlisis multivariante con regresion logistica para la mutacion

(BRAF Biopsia =10%).

P-value Odd-Ratio (95% ClI)

Tipo clasico histolégico de CPT <0.001 10.58 (2.67 ; 41.97)

En el estudio predictivo se tuvieron en cuenta datos como la
presencia de valores de mutacion superiores o iguales al 10%,
la sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo positivo
(VPP), el valor predictivo negativo (VPN) y lo que pasaremos a
denominar como Test (+) que es la presencia de rasgos
citomorfologicos que excluyan los propios de entidades
foliculares, englobandolos en “No foliculares”, “No nucleo
redondo” y “No cromatina clara” y el llamado Test (-), que
supondria la presencia de rasgos propios de lesiones
foliculares, como son los grupos foliculares, el nucleo redondo

y la presencia de cromatina clara. El VPP en el rasgo “No
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folicular” del estudio fue del 82.9% vy su VPN del 59.1%, con
una sensibilidad del 79.1%. En el caso del rasgo “No nucleo
redondeo” el VPP fue del 76.6% vy su sensibilidad del 83.7%.
Finalmente el VPP del rasgo “No cromatina clara” fue del 75.6%

y su sensibilidad del 79.1% (TABLA 3)

Tabla 3. Evaluacion de los valores diagnésticos de los marcadores para

BRAF biopsia =10%.

No estructuras foliculares No nicleo redonde  No cromatina clara

Sensibilidad 79.1 (64.0 - 90.0) 83.7(69.3-93.2) 79.1 (64.0 - 90.0)
Especificidad 65.0 (40.8 - 84.6) 45.0 (23.1-68.5) 45.0 (23.1-68.5)
Valor predictive negativo 59.1(42.6-73.7) 56.3(35.9-74.7) 50.0 (31.9-68.1)
Valor predictive positivo 82.9(72.4-90.0) 76.6 (68.3-83.2) 75.6 (66.9 - 82.5)
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DISCUSION.

La relacién entre determinados rasgos histologicos presentes
en el carcinoma papilar de tiroides y la presencia de Ia
mutacion BRAF ha sido ampliamente estudiada. Es por ello,
qgue en este estudio nos hemos propuesto determinar si existe
la misma capacidad predictiva de la mutacion en relacion a
caracteristicas en este caso citolégicas de muestras obtenidas
por PAAF.

La heterogeneidad morfoldgica del carcinoma papilar, mas
aun cuando su estudio es mediante muestra citologica, pone
de relieve la dificultad a la hora de establecer los parametros
qgue puedan tener correlacion con la presencia o no de la
mutacion BRAF [46,47].

En el 68,2% de nuestros casos, la mutacion BRAF estuvo

presente, siendo el subtipo clasico (p<0.001), el mas frecuente
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tal y como podemos encontrar en la literatura relativa a
estudios en histologia [24-26].

En cuanto a la clasificacion Bethesda (p<0.045), los grados V
y VI fueron los mas relacionados con la presencia de mutacion
BRAF, algo logico por otro lado puesto que estos subtipos de la
clasificacion suelen relacionarse con mayor frecuencia con un
diagnostico de confirmacion de carcinoma papilar de tiroides.

Si bien fueron detectados 10 casos falsos negativo y aunque
solo un 10% de estos casos suelen terminar en cirugia, el
hecho de que estos presentaran o bien aumento notable de
tamafio o rasgos tanto ecograficos como clinicos sugestivos de
malignidad conllevaron que finalmente dichos casos fueron

reconducidos hacia una tratamiento quirdrgico con un

posterior diagndstico histologico definitivo positivo [18, 48,49].
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Durante nuestro periodo de estudio, 7.837 punciones de
tiroides fueron realizadas, encontrando una tasa de falso
negativo de solo 0,13%, muy por debajo de los rangos
habituales que suelen estar en torno al 0-3% [50]. Los falsos
negativos suelen estar relacionados con rasgos foliculares
presentes en algunos subtipos de carcinoma papilar, o bien la
presencia de microcarcinomas diagnosticados incidentalmente
en cirugia.

Asi mismo, el uso de técnicas como el Diff-Quick, dificultan la
apreciacion de ciertos rasgos citologicos como los “grooves”,
las pseudoinclusiones y el “waxy”, y por tanto su adecuada
clasificacion dentro de Bethesda resultando en falsos
negativos.

La citologia por puncion tiroidea en el carcinoma papilar
suele presentar caracteristicamente un aspecto acantotico,

escamoide o waxy, con células densamente empaquetadas o
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patron en empedrado [17, 18]. Todo ello, nosotros lo
interpretamos como rasgos eosinofilicos ligados al concepto
“plump-cells” [16, 33, 41].

En estudios ya publicados por Rossi y cols. en citologia
liguida [41], estos fueron cuantificados, y si bien nosotros no
hemos podido hacerlo, si que se ha determinado la presencia
o ausencia de los mismos, no encontrando relacidon
estadisticamente significativa.

Estos rasgos morfologicos se han relacionado con mecanismos
metabdlicos en relacion a una funcion alterada de la via de
fosforilacion  oxidativa, que estimula la  glicdlisis,
incrementando la actividad mitocondrial en las células
neoplasicas, como ya ha sido descrito en otras patologias

como el melanoma [16, 51].
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En cuanto a rasgos nucleares, el conocido como nucleo en
hoz o “sickle nuclei”, tipico del carcinoma papilar, ha sido
descrito como valor predictivo en citologia liquida, si bien
dado que nosotros hemos utilizado citologia convencional,
este rasgo no ha sido evaluado [33, 42].

En el caso de los “grooves” es preferible el uso de
Papanicolau frente al Diff-Quick [18].

Otros rasgos menos frecuentes, pero también necesarios a la
hora de clasificar los hallazgos citolégicos dentro del Bethesda,
son la presencia de pseudoinclusiones, el coloide en goma de
mascar y los cuerpos de psamoma, asi como las papilas y las
células gigantes multinucleadas, todos ellos necesarios para
determinar una categoria VI del sistema Bethesda.

En nuestro estudio estadistico no ha sido posible encontrar
una asociacion individual entre estos rasgos citologicos y la

presencia de la mutacion BRAF, si bien esta es muy frecuente



en practicamente todos ellos. No obstante, no existe una
diferencia notable en ciertos rasgos como la hipercelularidad,
las estructuras papilares, los grupos tridimensionales o el
citoplasma tipo waxy por ejemplo.

En el caso de las publicaciones sobre estudios histologicos,
se vio mayor asociacion con rasgos tales como infiltracion
peritumoral, las “plump-cells” y la esclerosis tumoral [24, 26].
Estos rasgos no son identificables mediante citologia, excepto
las “plump-cells” y el citoplasma “waxy” que no fueron en este
caso estadisticamente significativos.

Los rasgos vinculados con los subtipos de rasgos foliculares,
ya sea nucleo redondo, o cromatina clara por ejemplo,
mostraron una relacion negativa con la presencia de mutacion,
siendo relacionados con mutaciones RAS en la literatura [21,

28].
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Por tanto, dados estos antecedentes, con la finalidad de
valorar el uso predictivo de la mutacion BRAF en muestras
obtenidas mediante PAAF, nos plateamos estudiar lo que
hemos denominado como “factores diagnosticos negativos”,
considerando como Test (+) a la ausencia de rasgos
eminentemente foliculares, denominandolos “No folicular”,
“No nucleos redondos” y “No cromatina clara”. [21, 28].

Estos mostraron una sensibilidad de 79.1%, 83.7% y 79.1%
respectivamente, lo que nos indica que la presencia de signos
como la hipercelularidad, presencia de nucleos ovales,
“grooves”, placas “waxy”, las “plump-cells” vy las
pseudoinclusiones aumentan la probabilidad de encontrar la
mutacion BRAF en biopsia quirurgica. Los Valores Predictivos
Positivos, con los que valoramos la probabilidad de tener
mutacion BRAF si Test (+), son en este caso del 82,9%, 76,6% y

del 75,6% respectivamente.
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En contrapartida, especificidades de entre el 65%-45% en el
caso de la presencia de rasgos foliculares como nucleo
redondo o folicular y la cromatina clara, los llamados Test (-),

irian a favor de encontrarnos ante un caso con BRAF nativo.

El Valor Predictivo Negativo en este caso seria del 59.1%, 56.3%

y 50%, indicarian la probabilidad de que no exista la mutacion
BRAF si Test (-).

La ausencia de rasgos propios de subtipos foliculares del
carcinoma papilar de tiroides con su alta sensibilidad y valor

predictivo positivo, es el signo citologico con mas peso para

clasificarlos dentro del grupo IV de la clasificacion de Bethesda.

En el caso del rasgo “nucleo en forma de hoz” este demostro
mas sensibilidad en los grupos V y VI. Sin embargo, al no ser
un rasgo con mucha especificidad, precisé de otros como el
citoplasma tipo waxy, las plump cells o de las

pseudoinclusiones para la clasificacion dentro de estos grupos.
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Otra de las limitaciones encontradas esta ligada a que la
mayoria de las muestras estudiadas fueron con la técnica de
Diff-Quick, con la consiguiente dificultad para valorar rasgos
como “No cromatina clara”, razon por la cual este rasgo
presenta alta sensibilidad y baja especificidad en los grupos V
y VI del Bethesda, lo que puede condicionar la existencia de
falsos negativos, al ser clasificados como Test (-), lo que supuso
en nuestro caso que determinadas muestras fueran
clasificadas como IV y que en posterior cirugia fueran
diagnosticadas como variantes foliculares, oncocitica,
macrofolicular o microcarcinoma (TABLA 1).

En cuanto a los falsos positivos que fueron pocos, pero
algunos hubo, vinieron ligados a casos clasificados como Test
(+) vy que demostraron ser nativos para la mutacion BRAF,
probablemente ligado a los casos de carcinoma papilar de

tiroides de variante folicular presentes en nuestro estudio.
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La prevalencia de la mutacion en nuestro estudio fue del
68,2%, por lo que deberia haber un numero significativo de
falsos negativos en el grupo de 31,8% restantes.

Otro rasgo citologico que dificultd el estudio a la hora de
discriminar los casos de variante folicular fueron el “No
cromatina clara” o “palida” y “No nucleo redondo” con bajo o
moderado poder predictivo.

Este rasgo de “No cromatina clara” se define como una
cromatina homogéneamente distribuida por el nucleo,
finamente granular dando una aspecto palido, rasgo muy
frecuente en las proliferaciones papilares del carcinoma
papilar de tiroides.

Por otro lado, “cromatina clara”, estda mas presente en los
nucleos redondos foliculares, al contrario de la cromatina
oscura y densa que puede observarse en los nucleos

foliculares normales [17, 18].
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Las limitaciones de nuestro estudio van ligadas en gran
medida también al hecho de que la PAAF, no solo puede
orientar nuestro diagndstico final hacia un carcinoma papilar,
cosa que sucede en torno a un 85%, sino que puede establecer
otros posibles diagnosticos.

De ahi que los parametros principales que hemos utilizado
en nuestro estudio a la hora de valorar los rasgos
citomorfologicos estén en gran medida vinculados a lo que
hemos denominado como Test (+).

En cuanto a los denominados como Test (-) (variante folicular
del carcinoma papilar, los denominados NIFPT o los adenomas
foliculares), la dificultad radica tanto en su diagnostico
propiamente dicho como en el hecho de que solo con la
excision quirurgica puede demostrarse la ausencia de rasgos

catalogables como Test (+).
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En literatura, si bien estos rasgos (cromatina clara, nucleo
redondo y formaciones foliculares) no se consideran
patognomonicos, si que han sido ligados con la presencia de
mutaciones de la familia RAS [20, 28]. Estos casos asocian
menor tendencia a la invasion vascular, con el consiguiente
menor riesgo de metastasis ganglionar.

Por otro lado, como ya se dijo anteriormente los Test (+)
demostraron una alta o moderada sensibilidad a la hora de
predecir la mutacion BRAF, aunque con moderada o baja
especificidad.

Este subgrupo asocia mayor tendencia a la metastatizacion,
asi como un crecimiento mas rapido de la lesiones, asociando
otras mutaciones como p53, pTERT, PI-K-AKT/mTOR y SWI-SNF,
conllevando distintas situaciones a nivel clinico [28, 52].

Es por tanto, por lo que consideramos de utilidad la

clasificacion de los rasgos citomorfologicos como Test (+) o
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Test (-), como potenciales predictores de la presencia de
mutaciones BRAF o RAS, tal como se ha demostrado en
estudios anteriores [20, 21, 27, 28].

Dada la busqueda, cada vez mas, de tratamientos
personalizados en el enfoque terapéutico de los pacientes, el
estudio de posibles parametros citologicos que puedan
predecir la presencia o no de determinadas mutaciones puede
conllevar la pronta toma de decisiones para el uso de
determinados farmacos, por lo que considerariamos que la
PAAF puede resultar una herramienta de gran utilidad en este

contexto.
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CONCLUSIONES.

No hemos encontrado relacion entre los signos citologicos

estudiados y la mutacion BRAF.

. Estadisticamente existe relacion entre las categorias V y VI

de la Clasificacion Bethesda y la mutacion BRAF.

El Test (-) (o presencia de rasgos foliculares) es
estadisticamente significativa (p<0,001) y predice la
negatividad de la presencia de mutacion BRAF en la

muestra histologica.

.Por ende, aquellos casos que presentan los rasgos

citolégicos clasificados como Test (+) presentan mayor
capacidad a la hora de predecir la presencia de mutacion
BRAF en su estudio en biopsia.

La capacidad discriminatoria de los rasgos citologicos en
cuanto a su poder predictivo de la mutacion BRAF frente a
aquellos casos de carcinoma papilar con rasgos de
mutacion RAS, nos puede orientar a la hora de la utilizacion
de técnicas moleculares en los casos de diagndstico
complejo con la finalidad de la toma de decisiones clinico-

terapéuticas.
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Variables citolégicas de la PAAF relacionadas con la mutacion BRAF
VE00E en el carcinoma papilar de tiroides

El carcinoma papilar de tiroides (CPT) en un nimero determinado de casos se
muestra con agresividad infiltrativa, metastasis regionales y repetidas recidivas, incluso
después de los ientos inhibid de la TSH, repetidas cirugias y ablacion con
1131 llegando a ser practicamente incurable.

La PAAF es la prueba de eleccién inicial, junto con la ecografia, en el
dlagnﬁsﬂmdelosnbdljﬂslimideog La mutacion puntual BRAF VE00E es
potencialmente oncogénica, lo el pronéstico de los pacientes. Pretendemos
saber qué aspectos celulares de la PAAF de Tiroides estdn mas relacionados con
dicha mutacién y su porcentaje, con vistas a una futura valoracion predictiva y
prondstica.

Métodos.

Hemos valorado las caracteristicas citologicas de la PAAF previa en 35 casos de
Carcinoma Papilar de Tiroides intervenidos en nuestro Hospital en los Gltimos diez
afios, a los que se delermind la mutacién puntual BRAF VE00E, mediante el sistema de
Pyrosecuenciacion de Quiagen ®. Se estudiaron 10 parametros citolégicos :
hipercelaridad, monocapa, “waxy" citoplasmico o escamoide, nicleo oval, nicleo
alargado, ‘groove” o inclusién nuclear, pseudoinclusion, células gigantes
multinucleadas, coloide denso o “buble gum” y cuerpos de psammoma, todos sobre
valores positivos o negativos y en una base de dalos, tras lo cual se realizd el
correspondiente estudio estadistico.

Resultados y Conclusion.

De los 35 casos estudiados las variables diagnosticas citologicas mas
frecuentes fueron la hipercelularidad (83%), nicleos ovales (80%), Grooves (80%) y
Waxy citoplasmico o escamoide (71%).

La mutacién BRAF fue positiva (T/A >10%) en el material de biopsia en 17 casos
(48.,6%), siendo las variables con mas tendencia a relacionarse con la misma: el “waxy”
clitoplasmico o escamoide, las pseudoinclusiones, las células gigantes, los nicleos
alargados y los cuerpos de psamoma. De los grados de Bethesda para la PAAF
tiroidea, el V (59%) fue el mas relacionado con los casos mutados.

Se concluye que la hipercelularidad en monocapa, los bios “waxy"
citoplasmicos y el patron cromatinico del nucleo, junto a las pseudoinclusiones, estan
mas relacionados con la mutacién BRAF. El grado de Bethesda V relacionado con la
mutacién revela su coexistencia con el CPT clasico y sélido, mientras que el grado IV lo
estaria con la forma folicular del CPT.
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