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INTRODUCCION

1.1 EL GEN BRAF

Las mutaciones activadoras de BRAF estan presentes en el 30-70% de los carcinomas
papilares de tiroides (PTC), representando la alteracion molecular mas comun. BRAF,
como los otros componentes de la familia RAF (ARAF y CRAFT) es una quinasa
serina-treonina, en la via MAPK activada por RAS, y representa la isoforma mas

importante en las células foliculares.

La asociacion entre BRAF y carcinoma papilar tiroideo es mas intensa cuando los
tumores se caracterizan por la arquitectura papilar, independientemente que sea una
carcinoma papilar clasico o un subtipo caracterizado por la arquitectura papilar (por e;.
variante células altas). De hecho, la activacion del oncogén BRAF es poco frecuente
en la variante folicular y a veces presenta mutaciones distintas de la V600E. La
mutacion suele ser mas frecuente en el sexo masculino, en pacientes de edad
avanzada al diagnostico, con infiltracion extra tiroidea, de ganglios linfaticos o
metastasis a distancia, presentacion en estadio alto, recurrencia, y supervivencia

reducida.

Por todo lo expuesto, la mutacion BRAF puede ser un factor pronéstico importante en
el manejo de los pacientes con PTC. Esto se refleja en el importante valor predictivo
en relacion a la agresividad del tumor, recurrencia y mortalidad. Existen criterios
moleculares documentados que sustentan la importancia de la mutacion BRAF en la
génesis del PTC y en su valor pronéstico, asi como, en la sobreexpresion de proteinas

promotoras, genes supresores tumorales y genes relacionados con la captacion del
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yodo. El valor pronéstico de la mutacion BRAF, puede tener gran utilidad en muchas
areas del manejo de los PTC, como indicacion quirirgica mas apropiada y el
tratamiento con yodo, sobre todo en los pacientes con bajo riesgo, asi como, en su
seguimiento mas adecuado. La posibilidad de usar la mutacién BRAF como valor
predictivo en la PAAF de Tiroides previa a la cirugia y en el posterior seguimiento, la
convierten en una importante herramienta para la toma de decisiones. Aunque la
eventualidad del uso de BRAF como indicacion especifica y estratégica para el manejo
del PTC necesita aun ser definida, se espera que el uso prondstico de este marcador
molecular pueda dar una nueva dimension en el riesgo de recurrencia, teniendo un

impacto importante en el manejo practico de PTC.
LA MUTACION BRAF

La mutacion del gen BRAF representa la proteina quinasa mas comunmente evaluada
en la practica patolégica. Se encuentra en melanoma, carcinoma papilar de tiroides
(incluyendo en carcinoma papilar de tiroides sobre teratoma ovarico-estruma ovarii),
tumores serosos ovaricos, carcinoma colorrectal, gliomas, carcinomas hepatobiliares,
y leucemia de células peludas. En estos carcinomas se han descrito varias
aberraciones genéticas del protooncogen BRAF, como diferentes mutaciones
puntuales, y reordenamientos cromosémicos. La mutacién mas frecuente, BRAF
V600E, puede ser detectada por secuenciacion de ADN y con inmunohistoquimica de
tejido incluido en parafina y fijado en formol. La detecciéon de BRAF V600E tiene un
potencial uso clinico tanto como marcador diagnéstico como en el prondstico. Ademas
una gran cantidad de investigaciones se centran en moléculas que inhiban su
actividad. De esta forma, ensayos clinicos usando inhibidores selectivos de BRAF han
tenido resultados esperanzadores en pacientes con melanoma metastasico. En otras

neoplasias también hay investigaciones a este respecto. El mayor conocimiento de la
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mutaciéon BRAF hara en el futuro un mayor uso tanto en el diagnostico clinico como en

la terapedtica y en la supervivencia de estas neoplasias.

BRAF es una serina-treonina protein-kinasa perteneciente a la familia RAF. Esta
familia esta constituida por tres miembros, ARAF, CRAF (RAF-1) y BRAF, de los
cuales BRAF es la proteina que mas se expresa de forma basal. BRAF regula la via
de sefalizacion intracelular MAPK/ERK, una cascada de sefalizacion conservada en
eucariotas, implicada en la regulacion de la proliferacién celular, la diferenciacion y la
supervivencia en respuesta a sefiales extracelulares, tales como las procedentes de
EGF. BRAF es el méas potente activador de esta via. El complejo de sefalizacion
intracelular RAS/BRAF/MEK/ERK esta mutado en aproximadamente el 30% de los
tumores, estando BRAF mutado en aproximadamente el 7% de los canceres. La
mutacion mas predominante implica una translocacion de T a A en el nucle6tido
1799 (en el exdn 15 del gen), que da lugar a la sustitucién de una valina por acido
glutamico en posicion 600 de la proteina (p.V600E). Esta mutacién activadora se ha
observado en el 90% de los casos con mutacién en BRAF, aungue se han descrito ya
mas de 40 mutaciones diferentes en el gen BRAF en tumores humanos. La proteina
BRAF mutada en V600E tiene una actividad incrementada en més de 500 veces
respecto a su actividad normal, implicando la activacién continua de la cascada de
sefializacién intracelular MEK/ERK incluso en ausencia de sefiales extracelulares, y su
papel como carcinégeno es cada vez mejor conocido y entendido. En los dltimos afios,
la proteina BRAF mutada en V600E se ha convertido en un blanco atractivo para el
desarrollo de terapias moleculares dirigidas y se han desarrollado inhibidores
especificos, como el vemurafenib, que estan siendo evaluados para su utilizacién en la

clinica, especialmente en melanoma.

Los tres tipos tumorales con mayor incidencia de mutaciones en BRAF son el

melanoma, el cancer colorrectal y el cancer de tiroides papilar. En melanoma, la via
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RAS/RAF/MEK/ERK se encuentra frecuentemente mutada, con un 15-30% de
mutaciones en NRAS, y hasta un 70% de mutaciones en BRAF. En el cancer
colorrectal, existen también alteraciones en la via RAS/RAF/MEK/ERK. KRAS esta
mutado en aproximadamente el 51% de los tumores y BRAF en el 10%, siendo estas
mutaciones mutuamente excluyentes. Existe ademas una cierta relacion entre la
presencia de la mutaciéon V600E de BRAF y deficiencias en los sistemas de reparacion
de dafo en el ADN en cancer de colon. La presencia de mutaciones en BRAF esta
también asociada a un fenotipo de islas CpG metiladas (CIMP) y que implicaria entre
otros al gen MLH1, que forma parte del sistema de reparacion de dafio genético. Por
ultimo, en el cancer de tiroides cuyo tipo mas frecuente es el cancer papilar de tiroides,
hasta un 45% de tumores presentan mutaciones en BRAF. Otras alteraciones del PTC
son reordenamientos del gen RET, en hasta un 30% de los casos, siendo estas

alteraciones mutuamente excluyentes con las mutaciones en BRAF y RAS.

El significado de las mutaciones BRAF en neoplasias se reconocio en 2002, cuando se
descubrieron en un amplio nimero de ellas. Estudios posteriores ampliaron nuestros
conocimientos en la mutacién de V600E de BRAF con respecto al diagndstico clinico,
prondstico y como biomarcador predictivo en muchos tumores. Actualmente esta
disponible también el anticuerpo especifico para BRAF V600E, a partir del afio 2011, y
se han realizado estudios para detectar la mutaciéon en melanoma, carcinoma de

tiroides y carcinoma colorrectal. @
1.2 CARCINOMA PAPILAR DE TIROIDES

1.2.1 DATOS EPIDEMIOLOGICOS
El carcinoma papilar de tiroides es el tipo mas comun de neoplasias malignas de
tiroides. La incidencia del carcinoma de tiroides esta aumentando en todo el mundo.

Muchos estudios atribuyen este aumento en el incremento a los casos de carcinoma
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papilar de tiroides, la neoplasia mas frecuente en las zonas con déficit de yodo. Una
serie de cambios en la practica clinica pueden haber afectado a esta incidencia de
cancer tiroideo, por lo que algunos investigadores sugieren que este aumento es solo

aparente debido al incremento en la actividad y precision diagndstica.

En Espafia se realizé un estudio epidemiolégico en Vigo, que analizé los cambios en la
presentacion del cancer de tiroides entre 1978 y 2001, y se investigd la relacidon entre
el rango de incidencia, el tamafio tumoral y la cirugia tiroidea. Este andlisis de los
casos del Registro de patologia del Hospital Universitario de Vigo tuvo los siguientes
resultados: de los 322 nuevos casos de carcinoma tiroideo, el tipo papilar fue el
predominante (76%). El rango de incidencia estandarizado por edad, demostré un
significativo predominio en mujeres. El carcinoma papilar de tiroides fue el principal
responsable de este aumento, tanto por el incremento de la incidencia del carcinoma
micropapilar como por el incremento en los que miden mas de 1cm. Los resultados
reflejan que aparte de la mayor precisién en el diagnostico de esta neoplasia, hay
otros factores que contribuyen a este aumento en la incidencia y son necesarios mas
estudios que extrapolen los hallazgos en el resto de paises y busquen otros factores

de riesgo potenciales en su incidencia. ©®

Un estudio similar en Grecia ha demostrado las mismas conclusiones. La revision
realizada en la Unidad de Endocrinologia del Departamento de Terapedtica Clinica de
Alexandra Hospital, en los casos de los ultimos 34 afios, de 852 carcinomas tiroideos,

el 83% eran papilares y 17% foliculares.®

En Dinamarca se han realizado varios estudios de incidencia en cancer tiroideo, en
2013, se realiz6 un estudio de cohortes prospectivo, nacional, de 1350 pacientes de
carcinoma tiroideo de 1996 a 2008. En los resultados se encontraron un aumento de

1.43 por 100.000 habitantes por afio en 1996 a 2.16 por 100.000 habitantes/afio en
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2008. La edad media de presentacion es 46 afios y el tamafio tumoral medio es 18
mm. La razén hombre/mujer fue 1/ 2.9. No se encontraron cambios significativos en el
uso diagndstico de ecografia o puncién-aspiracion con aguja fina. En conclusién, el
incremento de carcinoma papilar de tiroides en Dinamarca de 1996 a 2008, no se
explica por el cambio en el método diagndstico, y se necesita considerar otras

razones. ©

La incidencia del carcinoma de tiroides también esté creciendo enormemente en
Alemania y posibles causas de este incremento incluyen la mejoria en los métodos
diagndsticos, junto con screening tras la segunda guerra mundial y tras el accidente de
Chernobyl. Las diferencias en la incidencia en el territorio aleman también pueden

estar en relaciéon con el déficit de yodo en unas zonas con respecto a otras.®

La incidencia en la mujer es mayor que en el hombre. Segun la estadistica japonesa
de cancer, en 1996, el niumero de casos de carcinoma de tiroides en varon fueron
1390 y en mujeres fueron 5437. La incidencia ajustada por edad, mostré un
incremento gradual con la edad, el pico de incidencia ajustada por edad fue sobre los
80 afios entre las mujeres, y de 70 a 80 afios, entre los hombres. Segun los datos del
Registro del cancer tiroideo japonés, de 1977 a 1999, el carcinoma papilar de tiroides
alcanza mas del 85% (30.256) de carcinoma tiroideo entre 35.312 pacientes. El

carcinoma medular (1.4%) y el carcinoma anaplasico (1.6%) eran raros. (")
La media de edad en diagnéstico inicial fue de unos 40 afios aproximadamente. ©

El carcinoma papilar de tiroides supone mas del 90% de las neoplasias tiroideas en
niflos. En un 5-10% de los casos hay una historia de exposicién radiactiva del cuello.
El riesgo de carcinoma papilar de tiroides se incrementa por radiacion externa,
particularmente en los niflos menores de 15 afios debido a un marcado aumento de

esa exposicion tras el accidente de Chernobyl. En Bélgica se han descrito, en un
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periodo corto de tiempo, cuatro pacientes de carcinoma papilar tiroideo (tres mujeres y
un varon), que estuvieron expuestos a la radiacion. Los pacientes tenian 17, 11, 10y
19 afios cuando se diagnosticé el tumor. Todos ellos se presentaron en tres afios, 1o
que se considerdé como un aumento inusual en la experiencia hasta el momento en
cirugia tiroidea (62 casos de carcinoma tiroideo en 1014 tiroidectomias en adultos
versus 4 casos en 18 nifios antes del accidente de Chernobyl en 1986). Dos de los
cuatro pacientes tenian cuerpos de psammoma (identificables en escaner y ecografia)
y anticuerpos anti-tiroglobulina (TgAb). También se realizd un estudio de cohortes en
pacientes de Ucrania diagnosticados de carcinoma papilar de tiroides de 2004 a 2008

en pacientes de 18 afios o0 menores, tras el accidente de Chernobyl. ©:19)

Se han publicado més estudios sobre el aumento de incidencia de carcinoma papilar
tiroideo, sus caracteristicas histoldgicas y moleculares, presentacion clinica 'y
prondstico tras el accidente de Chernobyl y el aumento de la exposicién a la radiacién

de la poblacion. @12

En el Instituto de Radiobiologia Molecular de Neuherberg (Alemania) se investigaron
sesenta muestras tisulares de tumores tiroideos de nifios expuestos a la radiacion
post-Chernobyl. Usando hibridacion genémica para detectar alteraciones

cromosoémicas, en un 30% de estos tumores se observan alteraciones. @3

La experiencia en el Instituto Nacional de Tumores de Turin es que el prondstico de
los carcinomas papilares de tiroides en la infancia/adolescencia es de una

supervivencia excelente. %

La asociacion entre tiroiditis autoinmune y carcinoma papilar de tiroides es un hecho
controvertido. Se realiz6 un estudio retrospectivo comparando la prevalencia de
ndédulos benignos y carcinoma papilar de tiroides en pacientes de tiroiditis autoinmune.

La conclusién de este estudio de andlisis multivariante mostré una asociacion negativa
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entre la coexistencia de tiroiditis autoinmune y la presencia de ganglios linfaticos
positivos y metastasis a distancia. *® Hay datos controvertidos, algunos estudios
sugieren que estan relacionados mientras otros no encuentran relacion. Revisando los
articulos publicados de estudios originales de correlacion entre tiroiditis de Hashimoto
y carcinoma papilar de tiroides, no se concluye una clara evidencia de esta relacion.
Son necesarios mas estudios prospectivos con seguimiento de mayor duracién para

realmente dilucidar si existe esta relacion. @

La relacion con la enfermedad de Graves Basedow también es controvertida. En un
estudio de cohortes realizado en USA, se estudiaron 297 pacientes tras tiroidectomia
total y se identificaron 49 pacientes con enfermedad de Graves. De ellos, un 38% se
diagnosticaron como neoplasias malignas, un 10% eran carcinoma papilar de

tiroides.®?)

Algunos estudios, llegan a la conclusion de que la incidencia de carcinoma papilar de
tiroides en enfermos de Graves es mayor que en los que no la padecen, y las

variantes agresivas también son mas frecuentes. ®

Se han encontrado relaciones con otras enfermedades como es el caso del sindrome
de poliposis adenomatosa familiar, aunque el riesgo preciso es desconaocido. La
prevalencia de carcinoma tiroideo en estos pacientes es aproximadamente del 12% o
mas. Si se estudian estos pacientes con ecografia para screenig, un 7% padecen
cancer de tiroides. Debido a que los pequefios nédulos (menores de 9 mm) pueden
también ser malignos es importante el seguimiento con ecografia y estudio con
puncién-aspiracion con aguja fina. *® En 2002 se describié un caso de poliposis
adenomatosa familiar con tumores relacionados con neoplasia endocrina multiple tipo

1 (MEN 1), un tumor pancreatico de células endocrinas y tumores paratiroides
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bilaterales, y carcinoma papilar de tiroides. Se estudiaron mutaciones genéticas que

relacionan todos estos sindromes. %

La obesidad se ha relacionado con el carcinoma papilar de tiroides en un estudio que
relaciona el indice de masa corporal en pacientes con carcinoma, hay un riesgo mayor
de desarrollar metastasis loco regionales durante el seguimiento y también mas

persistencia de enfermedad.

Se ha relacionado la postmenopausia con un factor adverso para el prondstico del
carcinoma papilar y esta asociado con la expresién de EGFR. Este dato es importante

para la estadificacion tumoral y en la prediccion del comportamiento tumoral. ¢

En 2012, Cheng y col. publicaron un caso de coexistencia de carcinoma papilar de
tiroides y linfoma primario tipo MALT extra nodal en un paciente de larga evolucion de
tiroiditis de Hashimoto. ?® En otro de los casos publicados se manifesté como
obstruccion de la via aérea superior que requirié traqueotomia de urgencia y

tiroidectomia total como tratamiento de las dos neoplasias. ¢4

En resumen, en un estudio prospectivo de cohortes realizado en Estados Unidos de
5583 casos de carcinoma de tiroides tratado durante 1996, los potenciales factores de
riesgo asociados con carcinoma papilar de tiroides, incluyen bocio (14.9% de los
casos), tiroiditis (8.1% de casos), historia de exposicion a la radiacion (4.8%), y

enfermedad de Graves (2.0% de casos). ?°

1.2.2 CLINICA Y DIAGNOSTICO CLINICO
Casi todos los pacientes tienen enfermedad clinicamente evidente en el cuello cuando
se diagnostica por primera vez. En series de estudios se han diagnosticado
enfermedad localizada en tiroides en un 67% de casos, en tiroides y ganglios linfaticos

en un 13% y solo en ganglios linfaticos en un 20%.#®
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Clinicamente el carcinoma papilar puede manifestarse como metéastasis pero la

ausencia de lesién primaria en el tiroides se designa como carcinoma papilar oculto.®”

La ecografia es el método de eleccion para la deteccion de ganglios linfaticos
regionales en pacientes con carcinoma papilar de tiroides, antes de la cirugia y para
control posterior de la evolucion, importante en la guia de la puncidén con aspiracion
para el diagnéstico. El carcinoma papilar presenta imagenes tipicas como
microcalcificaciones, cambios quisticos, morfologia anormal, y alteraciones vasculares
con infiltracion metastasica ganglionar, que son Utiles, tanto para el diagndstico con

puncién con aguja fina, como para el seguimiento posterior. ?®

1.2.3 DESCRIPCION MACROSCOPICA
La tipica apariencia macroscopica del carcinoma papilar de tiroides es una tumoracion
bien definida con bordes irregulares y consistencia firme, con superficie de corte
blanquecina, pélida, granular y algunas veces asociada a calcificaciones. Otras
presentaciones del carcinoma papilar es un tumor quistico, con crecimiento adjunto de
tipo papilar. A veces puede tener un crecimiento de tipo adenomay es necesario un
adecuado estudio microscoépico para su diagnéstico. El tamafio del tumor primario
varia desde microscopico hasta gran tamafio. Una gran proporcion de canceres
tiroideos que miden menos de 1 mm de diametro son carcinoma de tipo papilar. La
mayoria de los casos son sélidos, blanquecinos, firmes, y claramente invasivos,
menos un 10% aproximadamente, que estan rodeados por una capsula completa. Hay
marcados cambios quisticos en un 10% de los casos. A veces, macroscépicamente

son evidentes las papilas, incluso a simple vista. ?®

10
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1.2.4 DESCRIPCION MICROSCOPICA
Microscopicamente el carcinoma papilar clasico contiene numerosas papilas
verdaderas, una imagen facilmente reconocible que, como cualquiera podria deducir,

fue la que dio nombre al carcinoma (Fig. 1). ¢930)

Las papilas, generalmente son completas, ramificadas, y orientadas aleatoriamente,
con un eje central fibrovascular rodeado por un epitelio celular cuboidal simple o

estratificado. El estroma papilar puede ser edematoso o hialino, y puede contener

infocitos, macrofagos espumosos, hemosiderina, o excepcionalmente tejido adiposo.
Esas papilas estan asociadas estrechamente con la formacién de foliculos, aunque la
proporcioén entre estos dos componentes varian ampliamente segun los casos. Con la
mayor experiencia en el conocimiento de estos tumores, se ha hecho evidente que las
células de los carcinomas papilares tienen imagenes nucleares caracteristicas. Estas
caracteristicas nucleares han tomado tanta relevancia, que actualmente el diagnéstico
del carcinoma papilar es mas dependiente de su presencia que de la existencia de una
arquitectura papilar, que puede ser minima e incluso ausente (ver variantes

histolégicas).

Fig. 1: imagen microscopica del carcinoma papilar.

11
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Los cambios nucleares consisten:

Nucleos opticamente claros, en vidrio esmerilado.

Pseudoinclusiones nucleares

Muescas 0 surcos nucleares

Microfilamentos nucleares

Los nucleos son claros, en vidrio esmerilado, suelen tener un gran tamafio y se
superponen (Fig. 2). El nucleolo suele ser discreto y se encuentra empujando la
membrana nuclear, que aparece engrosada. Las pseudoinclusiones nucleares
representan invaginaciones del citoplasma y aparecen como formaciones acidofilicas y
suavemente contorneadas. Al contrario de la imagen en vidrio esmerilado, las

pseudoinclusiones son facilmente evidentes en las muestras de secciéon congeladas y

12
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en muestras citologicas de aspiracion. Inmunohistoquimicamente muestran positividad

a pB-catenina y a veces con colageno tipo 1V.G%32)

Fig. 3y 4. Pseudoinclusiones nucleares (H/E, 20x y 40x)

Los surcos o muescas nucleares tienden a ocurrir en nacleos ovales o fusiformes,
suelen estar organizados en el eje mayor nuclear y representan (como las
pseudoinclusiones) la expresién morfoldgica de invaginaciones de excedentes de la

membrana nuclear.®®

Por ultimo los pocos casos de microfilamentos nucleares, han sido descritos en los

aclaramientos nucleares debido a aciimulos de finas fibrillas filiformes. ¢43%
Las mitosis son muy escasas o ausentes. ©®
Aproximadamente la mitad de los casos, muestran fibrosis extensa.

Los cuerpos de Psammoma se ven aproximadamente en la mitad de los casos. Suelen
localizarse en el cuerpo de la papila, en el estroma fibroso o en los focos sélidos de las
células tumorales. Su presencia en la glandula tiroides sugiere fuertemente el
diagnaostico de carcinoma papilar, mientras su ocurrencia en otras lesiones tiroideas es
excepcional. G? Klinck y Winship ©® encontraron sélo una, en una revision de 2153
tiroides benignos. Esto representa una caracteristica diagndstica muy importante no

solo en secciones de parafina, sino también en secciones en congelacion, en

13
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preparaciones citoldgicas y en nimero bastante de ecografias. % Si se presentan en
tejido tiroideo normal o en ganglios linfaticos en cuello, indican con alta probabilidad la

existencia de un carcinoma papilar en la inmediata vecindad. ¢&49

Esas estructuras basofilicas muestran laminaciones conceéntricas que se tifien con
mucina, hierro, y calcio, y parecen originarse de necrosis de células individuales, que
ocasionalmente pueden ser vistas en el centro y representan el nido de esta

formacion. @b

Los cuerpos de psammoma (Fig. 5) deben diferenciarse de otras formas de
calcificacion, y de los focos intraluminales de secrecion espesa que se observan en los

tumores de células de Hurtle. @9

La infiltracién linfocitica del estroma tumoral se observa en una cuarta parte de los
casos, no esta claro si representa una reaccion frente al tumor o bien una expresion de
una tiroiditis preexistente. “? Infiltracién vascular sélo se encuentra en un 5% de los

casos. 3

14
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VARIANTES HISTOLOGICAS

Han sido descritas las siguientes variantes histoldgicas: “4

e Variante carcinoma micropapilar.

e Variante folicular.

e Variante de células altas o columnares.

¢ Variante encapsulada.

e Variante esclerosante difusa.

e Variante oncocitica (oxifilica).

e Variante cribiforme o morular.

e Carcinoma papilar con estroma exuberante nodular fascitis-like.

CARCINOMA PAPILAR VARIANTE MICROPAPILAR (1)

Se define el carcinoma micropapilar como aquel que mide 1 cm o menos de diametro.
4% Sus caracteristicas microscépicas y el perfil de pérdida de heterocigosidad
mutacional investigados ampliamente no son diferentes del carcinoma papilar de

mayor tamario. “®

RET/PTC es frecuente y las mutaciones del gen BRAF han sido identificados, aunque

son menos frecuentes que en los tumores de mayor tamafio.

El carcinoma micropapilar es un hallazgo incidental extremadamente comuan (25% o
mas, dependiendo de la minuciosidad del examen) en glandulas tiroideas examinadas
por otras razones y en estudios autépsicos poblacionales. “” Al contrario de los

15
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carcinomas papilares clasicos, los micropapilares parecen ser mas frecuentes en
varones que en mujeres. “® A pesar de su pequefio tamario, el tumor a veces es
puede ser identificado en material de aspiracion con aguja fina.“® Se asocia con
metastasis en ganglios cervicales (reactivas con S100A4). % De todos modos, las
metastasis a distancia son extremadamente raras y el prondstico suele ser
excelente.® La experiencia con los casos relacionados con el accidente de Chernobyl
sugieren que su relevancia clinica y su buen pronéstico no puede ser asumida en los
carcinomas micropapilares en la infancia, y de hecho se propone que la definicién de

carcinoma micropapilar se reserve soélo para los tumores en adultos. ¢59

VARIANTE FOLICULAR (2)

Carcinoma papilar compuesto totalmente o casi totalmente por foliculos (Fig.6). ¢¥ El
diagndstico esta basado en la presencia de nucleos tipo carcinoma papilar. Otras

caracteristicas Utiles para el diagnéstico son: un patrén de crecimiento infiltrante,

Fig. 6. Carcinoma papiar variante folicular (HE 40x)

trabeculacion fibrosa (particularmente en la periferia tumoral), cuerpos de psammoma,
coloide eosinofilico con bordes festoneados, y la presencia de papilas abortivas. El
comportamiento de esos tumores, cuando son infiltrantes, es similar al carcinoma

papilar convencional, particularmente con respecto a la alta incidencia de metastasis

16
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ganglionares. ®® Las metastasis usualmente exhiben formaciones papilares mejor
desarrolladas. La variante folicular del carcinoma papilar puede ser vista como
resultado del balance de dos propiedades bioldgicas de las células tumorales:
diferenciacion de la actividad secretora (foliculos coloideos) y proliferacién. Cuando
una de estas propiedades predominan sobre las otras, surgen las siguientes variantes:

sélida, macrofolicular, difusa (multinodular), y encapsulada.

Variante sélida del carcinoma papilar de patrén folicular

Esta variante, que es particularmente comudn en nifios, se desarrolla cuando la
proliferacion predomina sobre la secrecion. Se caracteriza por nidos solidos de forma
redondeada, que puede ser visualizado por foliculos. Se distingue del carcinoma
insular, y otras formas de carcinoma poco diferenciado, porque las imagenes

nucleares son similares al del carcinoma papilar. ©°

2
£

~

Fig. 7. Variante macrofolicular del carcinoma papilar tipo folicular

Variante macrofolicular del carcinoma papilar de patrén folicular

Esta pudiera ser vista como la opuesta a la variante solida, en el sentido en que la
actividad secretora es resultado de grandes foliculos dilatados, por lo que el tumor
asemeja no tanto a una neoplasia folicular, sino a un nédulo hiperplasico. ¢ Los

requerimientos para inclusion de esta lesion en el grupo del carcinoma papilar, puede

17
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ser incluso mas exigentes que los de la variante clasica del carcinoma papilar.
Basandonos en estas observaciones y con el propdsito de aclarar todas las reacciones
que el término carcinoma provoca en los cirujanos y pacientes, el Chernobyl Pathology
Group, propuso la siguiente terminologia, segun las caracteristicas histologicas
propias del carcinoma papilar sean obvias, cuestionables o ausentes. Si los cambios
nucleares son evidentes se denominan carcinoma papilar de tiroides, variante folicular,
con independencia de la existencia de capsula. Para lesiones con cambios nucleares
cuestionables, se prefiere el término de carcinoma bien diferenciado, NOS, si se
observa infiltracion de la capsula. Si la infiltracién capsular es cuestionable o ausente,

se trataria de un tumor bien diferenciado, con potencial maligno indeterminado.

Otros autores han encontrado que la reproductibilidad diagnéstica de este esquema es

similar a las de las otras clasificaciones convencionales.®®

Es importante mencionar que RET/PTC y mutaciones de V600 BRAF son raras en la
variante folicular encapsulada del carcinoma papilar (aunque otras mutaciones de
BRAF como la K601E pueden estar presentes), que las mutaciones RAS son

frecuentes, mutaciones PAX8/PPAR pueden ocurrir y que la aneuploidia es frecuente.

(59)

Esto indica que estos tumores son diferentes de los otros carcinomas papilares y
muestran alteraciones que (al menos estadisticamente hablando) son intermedios
entre adenomas o carcinomas foliculares y carcinoma papilar. Este hecho, junto a la
dificultad en hacer un diagnéstico histolégico reproducible, sugieren que al menos
algunas variantes foliculares encapsuladas del carcinoma papilar podrian ser
actualmente incluidas como carcinomas foliculares (si infiltran) o adenomas foliculares

(cuando no son invasivos). %
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VARIANTE DE CELULAS ALTAS Y COLUMNARES (3)

La variante de células altas en un tipo de carcinoma papilar caracterizado por papilas
lineadas por una capa simple de células “altas” (la altura debe ser al menos tres veces
el ancho) y abundante citoplasma acidofilico (oncocitoide). ¢V Estas caracteristicas
histologicas deberian estar presentes en al menos la mitad del tumor para ser
agrupado en esta categoria. El patrén de crecimiento tiende a ser intensamente
papilar. Las pseudoinclusiones nucleares suelen ser prominentes. Puede haber
también una extensa infiltracion linfocitaria en el estroma tumoral. Esta variante tiende
a afectar a pacientes de mayor edad que la forma convencional, la extension extra-
tiroidea es mas frecuente, y el comportamiento clinico suele ser mas agresivo. El
carcinoma de células altas muestra intensa asociacion con la mutacion V600BRAF (62,
evidenciada en aproximadamente un 80% de los mismos, y también se asocia con

reordenamiento RET/PTCS3.

La variante de células columnares (Fig. 8) presenta una prominente estratificacion y el
citoplasma es claro, mas que acidofilico (algunas veces con vacuolizacién subnuclear,
gue semeja un endometrio secretor inicial). ¢*%¥ Las figuras de mitosis suelen ser

frecuentes y el indice MIB-1 (Ki67) es relativamente alto. ©°
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El nucleo suele carecer de la apariencia Opticamente clara, de las muescas y
pseudoinclusiones vistas en el carcinoma papilar y el resto de las variantes, y hay
quien cuestiona si el carcinoma de células columnares es realmente una variedad de
carcinoma papilar, pero su intensa arquitectura papilar lo incluyen en esta entidad. Los
estudios iniciales de esta entidad indicaban un muy mal prondéstico, pero series de
casos mas recientes han mostrado, una vez mas que la evolucion viene determinada
por el estadio tumoral, ®® de manera especifica los casos encapsulados se asocian

con un prondstico mas favorable. ¢

VARIANTE ENCAPSULADA (4)

Se define como un carcinoma papilar totalmente rodeado por una capsula. Puede
estar asociada con metastasis ganglionares, pero la incidencia de metastasis a
distancia o la mortalidad tumoral es casi nula. Las caracteristicas citoarquitecturales (y
particularmente nucleares) de esta variante son las mismas que las del tipo
convencional invasivo. Inmunohistoquimicamente estas células benignas no se tifien
con queratina de alto peso molecular, o proteina S-100 y la superficie luminal es PAS y

EMA negativas. ©®

VARIANTE DIFUSA ESCLEROSANTE (5)

Esta variante se caracteriza por una afectaciéon difusa de uno o ambos lébulos
tiroideos, esclerosis densa, abundantes cuerpos de psammoma, focos sélidos
extensos, metaplasia escamosa, infiltracion linfocitica intensa, y extensa permeacion
de vasos linfaticos.® Clinicamente puede ser confundida con una tiroiditis de
Hashimoto. Las metastasis ganglionares casi siempre estan presentes, y las
metastasis pulmonares son frecuentes, pueden producirse metastasis cerebrales
multiples, y el tiempo libre de enfermedad suele ser menor que en el carcinoma papilar

convencional. 7 Las mutaciones BRAF parecen ser raras. ('
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VARIANTE ONCOCITICA (OXIFILICA) (6)

En esta variante las caracteristicas nucleares recuerdan al carcinoma papilar pero el
citoplasma es abundante y eosindfilico granular (Fig. 9). El patron de crecimiento suele
ser papilar o folicular, y el tumor puede ser encapsulado o invasivo, esto hace que se
empleen multiples denominaciones combinadas, como oncocitico, oncocitico
encapsulado, oncocitico folicular y variantes encapsuladas oncociticas foliculares. La
apariencia microscopica puede parecerse a un tumor de Warthin de la glandula salival,
por lo que se denomina también como tumor Warthin-like de tiroides, con activacion de

mutaciones BRAF @y buen prondstico.

ar. (H/E, 40x)

.

Fig. 9. Variante oncocitica del carcinoma pail

VARIANTE CRIBIFORME-MORULAR (7)

Como su nombre indica, esta variante, se caracteriza por un patron de crecimiento
cribiforme y formaciones morulares. Se puede ver aclaramiento nuclear, mostrando a
nivel ultraestructual ser debido a acumulo de microfilamentos (aparentemente

formados por biotina) y diferenciandose del carcinoma papilar convencional.

Muchos casos son esporadicos mientras otros son parte de un sindrome determinado

genéticamente e incluye poliposis adenomatosa coldnica. ¥
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Existe controversia sobre si esta entidad en una variante del carcinoma papilar de

tiroides o bien es una categoria diferente del carcinoma de tiroides.

CARCINOMA PAPILAR CON ESTROMA EXUBERANTE, NODULAR, FASCITIS-

LIKE (8)

En esta variante, el predominio de la reaccién estromal tumoral, puede desplazar el
componente neoplasico epitelial. Como resultado, la biopsia puede ser malinterpretada
como fascitis nodular, fibromatosis, o algunas otras alteraciones proliferativas
estromales. En algunos focos, la interrelacion de este componente estromal y el tumor

resulta en una apariencia similar al fibroadenoma.

2.5 HISTOQUIMICA E INMUNOHISTOQUIMICA
Las células del carcinoma papilar de tiroides son positivas para tincién con
panqueratinas. El perfil usual es: citoqueratina 7 positiva, citoqueratina 20 negativa. De
importancia diagnéstica es el hecho de que las células tumorales son positivas para

citoqueratina 19 y para citoqueratinas de alto peso molecular. '®

Fig 10. Citoqueratina 19 y TTF1 positivos.("®

La reactividad para TTF1 y tiroglobulina también son usuales, aunque esta ultima es
de menor intensidad que en las neoplasias foliculares. También son positivos para

otras técnicas de inmunohistoquimica como TTF2, PAX8, proteina S-100, S-100C,
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vimentina (positiva en las mismas células tumorales que expresan queratinas), EMA,
CEA (ocasionalmente), CA-125 (en aproximadamente la mitad de los casos), HMBE-1,
involucrina, galectina-3, CD15, CD57, iantiquimiotripsina, ICAM1, HER2/neu, factor

de crecimiento de insulina 1, receptores de estrogenos, y receptor de neurotropina

75.

Fig. 11. Tiroglobulina positiva.

En la practica, por supuesto, la cuestion es la utilidad de estos anticuerpos para el
diagndstico del carcinoma papilar.’” Una situacion seria la neoplasia papilar
localizada en un ganglio linfatico o en cualquier otra localizacion extra tiroidea en la
gque se necesita establecer si el tumor es de origen tiroideo o no. El papel realizado por
tiroglobulinay TTF1 es crucial, ya que son dos de los marcadores mas especificos
para su diagnaostico (en el caso de TTF1, compartido con epitelio pulmonar y
ocasionalmente otros tejidos). Por otro lado, una situacién mucho méas compleja, es el
uso de inmunohistoquimica para el diagnostico diferencial de carcinoma papilar de
tiroides con otras lesiones tiroideas benignas y malignas. En este caso muchas, si no

todas las técnicas pueden ser insuficientes para distinguirlos.
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1.2.6 FACTORES RELACIONADOS CON EL PRONOSTICO
La supervivencia de los pacientes con carcinoma papilar de tiroides es excelente, no

significativamente diferente de la poblacion general. ('®
Los factores relacionados con el prondstico, son:

EDAD: es de gran importancia. Casi todas las muertes por carcinoma papilar suceden
cuando éste se manifiesta en mayores de 40 afios. ' De tal manera, los carcinomas

papilares que se desarrollan en nifios y adolescentes se asocian a mejor pronéstico.?

SEXO: las mujeres suelen tener mejor pronostico que los hombres, aungque en algunas

series la diferencia no ha sido significativa. ¢V

EXTENSION EXTRATIROIDEA: este factor y otros incluidos en el estadiaje del

carcinoma tiroideo es un importante predictor prondstico. ©?

VARIANTES MICROSCOPICAS: ver descripciones anteriores.

ANTECEDENTES DE IRRADIACION PREVIA: no parece influir en el pronéstico. 2
TAMARNO TUMORAL: existe una relacion inversa entre tamafio tumoral y prondstico.

CAPSULA Y MARGENES: tumores encapsulados o que tengan margenes bien

delimitados tienen mejor prondstico. &1 ¢4

MULTIFOCALIDAD: pacientes en los que la multifocalidad del tumor es prominente,
tienen una mayor incidencia de metastasis y menor tiempo de supervivencia libre de

enfermedad. €V

METASTASIS A DISTANCIA: las metéastasis pulmonares empeoran el prondstico, este
empeoramiento es mayor cuando se presentan en mas sitios, como el sistema

esquelético.
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FOCOS ANAPLASICOS, ESCAMOSOS, POCO DIFERENCIADOS: estas
caracteristicas tienen marcada influencia negativa en el pronostico. Afortunadamente,

s6lo se presentan en un 5% de los casos.

GRADO: este pardmetro suele relacionarse con los siguientes, sin embargo puede ser
subestimado y es necesario una adecuada definicién de criterios (necrosis, actividad

mitésica, etc.) y estandarizarlos para alcanzar su maximo potencial. ©)

DNA ploidia: algunos estudios han mostrado una buena correlacion entre aneuploidia
y comportamiento agresivo en el carcinoma papilar, pero no esta aun claro si el tipo de
informacion que proporciona ya se podria obtener de la clinica o de parametros

morfolégicos. ©°

CELULAS TUMORALES CIRCULANTES: la presencia de células tumorales
circulantes (determinadas con RT-PCR para RNA de tiroglobulina o por identificacion
de V600E BRAF en sangre periférica) ha sido asociada con enfermedad
persistente/recurrente y puede proveer de informacion Gtil, aunque no estéa claro cual

de esos procedimientos jugara un papel practico en el manejo clinico. "

BRAF: muchos estudios han mostrado que los casos con mutacién BRAF (V600E)

tienen un comportamiento mas agresivo y peor respuesta a los tratamientos. ©8:8°)

1.2.7 EXTENSION Y METASTASIS
La extension extra-tiroidea en tejidos blandos del cuello se encuentra en una cuarta
parte de los casos, con ocasional extension a las glandulas paratiroides. La infiltracién
de los ganglios linfaticos cervicales es muy comun (particularmente en los pacientes
jovenes), y pueden ser la primera manifestacion de la enfermedad. Las metastasis
ganglionares tienen tendencia a incluir cambios quisticos. Esas metéastasis pueden no
ser clinicamente aparentes por su pequefio tamafio y también porque su consistencia

puede no ser diferente de un ganglio linfatico normal. En un estudio de 67 pacientes
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con nédulos clinicamente negativos, 41 (61%) tenian metastasis en el examen

microscopico. 9

Las metastasis por via vascular son menos frecuentes que en otros carcinomas de
tiroides, pero también pueden producirse. 9 Aunque el érgano mas comun al que
metastatizan es el pulmon, también pueden producirse en huesos, tejidos blandos,
sistema nervioso central, pancreas, mama, y algunos otros 6rganos. Las mutaciones
BRAF se han asociado con la existencia de metastasis en ganglios linfaticos y a

distancia.

1.3 CARACTERISTICAS MOLECULARES DEL CARCINOMA PAPILAR

La principal via molecular implicada en el carcinoma papilar de tiroides es la via de
activacion de la proteina quinasa mitogénica activada (MAPK mitogen-activated

protein kinase).®V

Esta via de sefalizacion regula importantes funciones celulares (por ej. proliferacion,
diferenciacion, y supervivencia) y esta alterada en muchos tipos de tumor. En la
glandula tiroides la via de activacion MAPK es la consecuencia de tres elementos
diferentes: reordenamiento de genes (RET/PTC o bien reordenamientos TRK, menos

frecuentes), activacion de mutacién BRAF, o activacion de mutacién RAS. ©2)

El factor oncogénico de las mutaciones RET/PTC, BRAF y RAS en las células
foliculares tiroideas han sido demostrados en numerosos estudios in vitro y usando
modelos transgénicos de ratones. Como era esperable, como los procesos
oncogénicos se producen de manera secuencial, en la misma via de activacion,
muchos estudios han demostrado que esas alteraciones son mutuamente excluyentes,
pero una de ellas suelen ser detectada en la mayoria de los casos de carcinoma
papilar de tiroides (70-80%). De esta forma, el andlisis de expresion de cDNA ha
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confirmado que esas mutaciones provocan tumores que aungque son similares, sin
embargo tienen diferentes perfiles. Las principales alteraciones genéticas implicadas

en el carcinoma papilar de tiroides son las siguientes:

Carcinoma papilar (tipo convencional): mutaciéon BRAF (30-70%), RET/PTC (20-40%),
RAS (0-10%), TRK (0-10%), estabilidad cromos6mica (estudios citogenéticos
convencionales, medida citométrica de contenido en DNA, hibridacién gendémica

comparativa, pérdida de heterocigosidad).

Variante encapsulada folicular del carcinoma papilar: mutacion RAS (25-45%)),
RET/PTC (5-10%), BRAF (5-10%), PAX8/PPPAR (0-30%) e inestabilidad
cromosémica (estudios citogenéticos convencionales, medida citométrica de contenido

en DNA, hibridacién gendémica comparativa, pérdida de heterocigosidad).

1.3.1 REORDENAMIENTOS
El cancer de tiroides es uno de las pocas neoplasias epiteliales asociadas con
reordenamientos genéticos especificos (RET/PTC, TRK, PAX8/PPPARQ), similares a
las que ocurren en tumores hematolinfoides y mesenquimales. Los reordenamientos
afectan a un 20-40% de los carcinomas papilares y la amplia mayoria de ellos incluyen
el gen RET, receptor transmembrana de tirosina quinasa. ©® Estos, se denominan
RET/PTC (para papillary thyroid carcinoma) son genes quiméricos generados por
fusién del dominio RET tirosina quinasa con otros genes, que distinguen diferentes
isoformas. Los reordenamientos suelen ser identificados por reaccion inversa de la
cadena de transcriptasa-polimerasa (RT-PCR) o por hibridacién fluorescente in situ
(FISH). También podria ser usada la inmunohistoquimica para su deteccion pero
depende de la viabilidad de los anticuerpos y deben ser confirmadas por otros

métodos.
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RET/PTC se asocia tipicamente con radioterapia terapeutica o bien por exposicion
accidental, la mas evidente es la asociacion con el accidente nuclear de Chernobyl en
1986. También frecuentemente se asocia con carcinoma papilar de tiroides en los
nifios y adultos jovenes. En general los casos RET/PTC positivos suelen ser
carcinomas papilares clasicos o microcarcinomas, suelen ser de bajo grado, aunque
es comun la presencia de metastasis en ganglios linfaticos, y muestran baja actividad
proliferativa y poca tendencia a la desdiferenciacion.®® Esto es particularmente
evidente en los casos con el reordenamiento mas comin RET/PTC1, mientras

RET/PTC3 positivos son mas agresivos. °

La prevalencia del reordenamiento RET/PTC en el carcinoma papilar es enormemente
variable, no sélo por la variacion geografica sino por los diferentes métodos de

deteccion utilizados. ©9

1.4 ASPECTOS MORFOLOGICOS PREDICTIVOS PARA LA MUTACION BRAF EN

EL CARCINOMA PAPILAR DE TIROIDES.

Como se ha expuesto en la presente introduccion, la mutacion BRAF en el PTC se ha
descrito con una frecuencia que oscila entre un 28-70%, siendo la anomalia genética
mas hallada con finalidad prondstica y predictiva, siendo ahora ampliada a la PAAF

tiroidea como diagndstico.

Muchos autores han descrito relaciones entre la mutacién BRAF y factores pronésticos
del PTC, asi por ejemplo en relacion a las metéstasis ganglionares linfaticas, la
extension extra-tiroidea del tumor, alto estadio, recurrencia y recidiva, aunque otros

autores no lo han encontrado.

Por otro lado conociendo la mutacién BRAF, se puede determinar la extension
quirdrgica, el uso del yodo radioactivo como terapia y el seguimiento del paciente. Se
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ha llegado a proponer que una terapia dirigida contra la mutacién BRAF puede ser una

alternativa al yodo.

Los PTC estén mutados o0 no, presentan unos hallazgos distintivos ya relatados
anteriormente. Ahora bien, la mutacién se asocia mayormente con la infiltracion de los
limites del tumor, reaccién estromal asociada a la neoplasia que va desde la
desmoplasia a la simple fibrosis o esclerosis. Otro signo histolégico asociado es el
aspecto microscopico del nicleo, con sus caracteristicas morfolégicas completas
(irregularidades de la forma y tamafio, cromatina clara, pseudoinclusiones, inclusiones

verdaderas y apilamientos nucleares) o incompletas (cuando faltan algunos de ellos).

Ademas de los cambios nucleares, se le da mucho valor al aspecto y tamafio de los
citoplasmas. Un tamafio celular mayor con eosinofilia (plumppink o “pink atipia”), célula

alta y los cuerpos de psammoma.

Dentro de las variables histoldgicas, el PTC Clasico, el de células altas y la forma
Esclerosante subcapsular, son las mas asociadas a la mutacién, mientras que la

variante Folicular no se asocia a la misma.

A modo de resumen de lo expuesto, se puede concretar con mas detalle las
caracteristicas morfolégicas citadas. Asi, para definir un PTC clasico se requiere que
el tumor muestre un patrén arquitectural papilar en mas del 5% de su estructura,

pudiendo llegar a ser quistico.

La variante Folicular, debe tener un patrén exclusivo folicular o menos de un 5% de
areas papilares. Un dato muy remarcado es la definicion del PTC de células altas. Asi,
mas del 50% del tumor debe tener moderada o abundante eosinofilia (Pink atipia)
citopldsmica y éste debe ser el doble de alto que de ancho. Ademés debe poseer

cambios nucleares tipicos.
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La forma Subcapsular esclerosante, se caracteriza por su disposicion caracteristica, al
menos 20% del tumor esté relacionado con la cdpsula, fibrosis central estrellada,

bordes infiltrados y cambios nucleares clasicos.

Las alteraciones de los ndcleos son también notorias. Asi, se consideran cambios
nitidos nucleares bien desarrollados: agrandamiento irregular, apilamientos,
inclusiones, membrana nuclear irregular, aclaramiento cromatinico y
pseudoinclusiones. Se considera poco pronunciado, cuando las pseudoinclusiones

estan ausentes y el resto de los hallazgo son muy focales o estan ausentes.

Un factor interesante es el comportamiento infiltrativo del tumor. EI PTC, al ser de
crecimiento lento, muestra su agresividad en base a la infiltracion de los limites del
tumor, entre el mismo o su capsula si la tuviera y la interfase tisular periférica normal
del tumor. Aunque se podrian establecer diferentes grados, como por ejemplo
infiltracién proximal, mediana o a distancia, se debe diferenciar esta caracteristica de
la ocupacion de la capsula externa glandular por el crecimiento infiltrante del mismo de

forma masiva o por su incremento de tamafio.

La reaccion estromal del PTC, es una caracteristica similar a la de otros tumores
epiteliales. Esta capacidad de respuesta fibroblastica del tumor se puede establecer de
la siguiente forma: a) Fibrosis, seria componente colageno fibroso con un estroma no
mixoide. b) Desmoplasia con proliferacién fibroblastica y estroma laxo joven o mixoide,
indicativa de la actividad del tumor o bien c) Esclerosis, con un colageno paucicelular,

eosindfilo y con bandas densas de colageno ya re-precipitado.

Un detalle a tener en cuenta en el crecimiento del PTC, como ya se ha dicho, es la
forma citoplasmica. Es muy frecuente que al tener mayor capacidad de desarrollo
aumente el tamafio citoplasmico y se haga mas eosindfilo (Plump pink) o Pink atipia,

gue aungue en sus diversos grados, se puede establecer como positiva 0 negativa.
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Este cambio morfoldgico, puede estar supeditado a la subjetividad del patélogo que
observa. Para su definicion, el tamafio celular suele tener un aspecto poligonal con
moderada o abundante eosinofilia homogénea, a veces con prolongaciones ovoides o
“en tachuela”. El tamafio de su citoplasma es menos de dos veces su altura, no
considerandoseles células altas. Estos rasgos se acompafian de cambios nucleares
marcados. Es caracteristico que este signo se pueda ver solamente focal o en muchas
ocasiones de forma neta en las zonas de infiltracion del tumor. Debe diferenciarse de
los tipos celulares denominados oncociticos o eosinofilicos, propios de las variantes

denominadas de células de Hurthle.

Por ultimo los cuerpos de psammoma pueden estar presentes 0 ausentes, con sus

formas de calcificaciones lamelares concéntricas.

Estas alteraciones celulares del PTC descritas, son las que mas se asocian con la

mutacion BRAF.

Se han realizado estudios predictivos doble ciego por pat6logos distintos, que valoran
previamente los criterios morfolégicos mas asociados a la mutacion BRAF,
estableciéndose la hipétesis de que dichos cambios pueden establecer la presencia de
mutacion en un alto porcentaje de casos, en torno a un valor predictivo de un 84%, un
96% de sensibilidad y un 71% de especificidad. Los valores predictivos fueron,

positivos de un 78% y negativo de un 94 %.

En tal sentido, los signos morfol6gicos mayormente asociados a la mutacion BRAF y el
PTC se pueden resumir en los siguientes: referidos a una asociacion especifica
negativa se considera en primer lugar la negatividad para la mutacién en el PTC
Variante Folicular (p=0.001). La encapsulacién del tumor sin limites infiltrativos, que
fue de p=0.005. Los hallazgo nucleares incompletos o subtle se valoraron

significativamente también p=0.002.
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Respecto a la relacién positiva, llama la atencion la presencia de Infiltracion de los
limites tumorales p=0.005, la asociacion para la Reaccién estromal p=0.001, la pink-

atipia (Plump pink) p=0.013 y los cuerpos de psammoma, que fue negativa p=0.158.

Es interesante sefialar los rasgos morfolégicos que pueden servir como predictivos
para mutacioén positiva por un patélogo desconocedor de la mutacién. Asi, los
cambios nucleares bien desarrollados fueron 100% sensible predictivos, mientras que
la infiltracion de los bordes tuvo una especificidad de un 71% y un PPV del 75%. Por
el contrario los cambios nucleares incompletos (subtles) tuvieron un valor predictivo

negativo (NPV).

Los valores predictivos mas altos corresponden a la infiltracién de los limites del tumor
(75%) de mutacion positiva, la relacion desmoplasia/fibrosis (74%) y los cuerpos de

psammoma (65%).

Ademas, cuando los tres rasgos estaban presentes la prediccion de la mutacion
positiva se acerca casi al 100%. El valor predictivo de estos estudios entre ambos
patélogos fue de un 83%. ©” Otros tipos de asociaciones como la Pink atipia, y la
reaccion estromal con la infiltracion de los bordes alcanza un prediccién del 80%. Los
cuerpos de psamoma, sin embargo se relacionan poco por si solos a la mutacién,

excepto que se combinen con limites infiltrados, reaccién estromal y la pink atipia.

Teniendo en cuenta los datos precedentes, la mutacion puede predecirse en un 85%
de los casos, pudiendo llegar a tener una sensibilidad del 96%. Los tumores mas
propensos a no ser predictivos son los correspondientes a la variante Folicular de
CPT, los que aparezcan bien delimitados, sin limites infiltrados, aunque tengan
cambios nucleares bien desarrollados. Sin embargo, algunos casos de mutacion

negativa pueden poseer algunos de los rasgos morfolégicos como ndcleos muy
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caracteristicos, cuerpos de psamoma, limites infiltrados, reaccidn estromal o pink
atipia.

Por todo lo precedente, la mutacion BRAF puede predecirse en mas de un 80% de los
casos de PTC, teniendo en cuenta los pardmetros citados, solamente mediante la
observacion de una simple Hematoxilina y Eosina. Dichos pardmetros, se podrian
resumir en: Subtipo histolégico, cambios nucleares, reaccion estromal, pink atipia y
presencia de cambios focales atipicos como las células altas. Todos los anteriores,
excepto los cuerpos de psammoma, demostraron alta sensibilidad (>80%), pero una
especificidad limitada 65-75 %. Ahora bien, si los rasgos nucleares no estan
totalmente presentes el valor predictivo negativo NPV fue del 100% por ejemplo el
CPT Folicular. Uno de los hallazgos que con mayor exactitud predice la mutacion fue

la infiltracion de los bordes o limites del tumor.

Para otros autores como Lupi ©®, la ausencia de capsula también se asocia a la
mutacion por medio de andlisis multivariante. Por tipos histoldgicos, la prevalencia no
es uniforme, asi las células altas, clasico y Warthin-like se asocian frecuentemente,
mientras que no ocurre asi con la variante folicular. El tipo histolégico es un dato
importante, por lo tanto. Ahora bien, solo este dato no es suficiente porque algunos
Foliculares pueden ser positivos y algunos Clasicos pueden ser negativos, aunque

sean los menos frecuentes.

En la experiencia de esos autores, la Variante folicular con hallazgos nucleares
positivos, bordes infiltrativos y estroma asociado, tendera a ser positiva, a pesar de ser
variante folicular. Ello ha sido reportado por otros como Eloy ©, mientras que un PTC
bien circunscrito y con limites no infiltrados, seria no predictivo en méas del 94% de los

casos, que puede llegar a un casi 100% si los hallazgos nucleares no son nitidos, todo
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ello excluye casi virtualmente la mutacién. Si el patélogo emplea estos aspectos puede

hacer posible la prediccion.

Es l6gico pensar que dicha prediccién puede verse afectada por la eficacia de las
técnicas moleculares. En la experiencia, el patdlogo responsable del diagndstico
selecciona el &rea para extraer la zona tisular para la extraccion del ADN,

asegurandose que sea representativa.

Un dato a tener en cuenta es valorar previamente dicha zona con IHQ mediante el
anticuerpo monoclonal BRAF 600E-proteina mutada, clona VE1. Aunque se propone
como sensible, sin embargo la debilidad de la tincién no permite que sea especifica
claramente. Hay que tener en cuenta el precio del anticuerpo y parece ser que no va a

reemplazar a la realizacién de la mutacion.

Al final se concluye por los autores citados que la propuesta de un set morfolégico muy
definido por los criterios establecidos puede predecir en mas de un 80% la mutacion
BRAF. Aunque este test histopatolégico no va a reemplazar la practica del test de la
mutacién, si va a orientar el tipo de tejido o tumor apropiado para dicha técnica,
limitando asi los costes. Ello podria ser interesante en los PTC multifocales, para

seleccionar la zona méas apropiada para extraer el DNA.

Convendria, por ultimo, recomendar un estudio de los cambios morfolégicos citados en
los casos de PTC que no muestren la mutacion, asi como la variabilidad resultante
entre el incremento del porcentaje de la mutacion BRAF y su posible asociacion con

mayor agresividad manifestada por los signos que acabamos de exponer.

34



-Introduccion-

1.5 VALOR DEL PORCENTAJE DE LA MUTACION BRAF EN EL CARCINOMA

PAPILAR DE TIROIDES.

La mutacion somética BRAF se observa frecuentemente en el CP de Tiroides, como
ha sido ya expuesto. Se sospecha que el PTC es un tumor heterogéneo que puede
contener una forma clonal o subclonal que incide en dicha mutacion. El valor de la
frecuencia de la mutacion alélica ha mostrado resultados diversos en cuanto a su
significado prondstico (Cheng 2014)%), Interesa por tanto estudiar la asociacion entre
el porcentaje de la BRAF ¢.1799T>A (pVal600Glu alelo y los pardmetros clinico-
patoldgicos. Primero hay que referir que los métodos para detectar la mutacién BRAF
son diversos y no han sido estandarizados. Asi, muchas veces se presentan
resultados para la secuenciacion convencional solo como binarios: mutados o no
mutados, sin especificar la ratio de la posible mutacion de la parte nativa (wild type).
Por ello, caracterizar el significado biol6gico del porcentaje de mutacion BRAF es

fundamental.

Asi, la cuantificacion porcentual de la mutacion por diversos procedimientos como la
pirosecuenciacion dio mejores resultados (84%) sobre el método Sanger o el de
Genotipado por espectrometria de masas, existiendo sin embargo buena correlaciéon

entre ellos.

Convendria sin embargo, especificar con mas detalle estas relaciones, dado que aln
hoy dia, a pesar de los tratamientos estandar como la cirugia, el iodo radioactivo y la
supresion tiroidea, hay casos de progresion mas agresiva mostrando recidivas locales
y/o metastasis ganglionares o a distancia, debido al efecto transcripcional sobre la

actividad mitética que realiza la proteina Kinasa por la via (MAPK).
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De esta forma se han realizado estudios por meta analisis que correlacionan la
mutacion BRAF con las metastasis ganglionares, invasion extra tiroidea, estadio TNM

avanzado y recurrencias de la enfermedad (Xing 2013).1V

Un dato interesante de lo expuesto hasta ahora, es la contradiccion existente entre los
resultados de Guerra 1% y Gandolfi 10314 el primero mediante pirosecuenciacion
encuentra correlacion con la edad, volumen tumoral y con la recurrencia, mientras que

el segundo no la encuentra respecto de las metastasis.

Se conocen trabajos sobre porcentajes de la mutacion y relacién con diversas
variables clinico-patol6gicas con nimero de casos diferentes. En ellos se aprecia el
mayor porcentaje en el sexo femenino, como ya es conocido. La media de edad oscil6
sobre los 47 afos, siendo los tipos histolégicos mas comunes de PTC por dicha
frecuencia, la variante Clasica y luego la Folicular, dandose diversas cifras para las

metastasis cervicales (58% de los casos) algunos con extensién pulmonatr.

Separando la casuistica entre casos mutados por no mutados y realizados los estudios
estadisticos, se hallaron datos significativos favorables a los casos positivos respecto
del tamafio tumoral p=0.015, TNM p<0.003, la invasion extra tiroidea p=0.002 %),
Asi, mediante la pirosecuenciacion, resulta que para los Adenomas tiroideos su
mutacién de alelos oscil6é entre un 3 y un 5%. Para los casos de PTC positivos los
rangos de frecuencia positivos oscilaron entre el 6-46% y por este método la
pirosecuenciacion mostré6 mayor probabilidad de detectar los estadios IlI-IV de TNM

p=0.018.

Resulta evidente, la gran cantidad de estudios que han abordado la mutacién BRAF en
el PTC tiroideo, asociandosele con factores ambientales o ingesta de yodo. La
prevalencia de la mutacion varia entre un 27 y un 90% en la literatura, dependiendo

del método utilizado para la secuenciacion, siendo el Sanger el menos sensible,
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influenciado por el método de extraccion del ADN. Para algunos como Kim (%) |a
pirosecuenciacién es mas exacta en los tejidos en fresco que en los incluidos en

parafina.

Resulta interesante la deteccion de la BRAF en microcarcinomas %), que
comparativamente se puede extender esta situacion a los PTC en modelos de ratdon
transgénico. Asi estos animales con la mutacion BRAF en las células tiroideas,
desarrollaron PTC similares a los humanos.%), Esto demuestra que esta mutacion
representa un hallazgo muy precoz en tumorogénesis del PTC. Situaciones diversas
se han descrito sobre esta implicacién, algunos como Jovanovic ‘%9 dudan que sea un
mecanismo transformante inicial. Otros que encontraron tumores negativos para dicha
mutacion, si la hallaron, sin embargo, en metastasis ganglionares en el mismo
paciente.®%Y Todo ello demuestra un papel contradictorio para la mutacion como

origen del PTC.

Sin embargo, conviene entender el significado oncoldgico y terapeutico de la mutacion
BRAF. Para la evolucion clonal, las mutaciones precoces tienden a producirse en
muchas o en todas las clonas celulares, mientras los eventos mas tardios s6lo ocurren
en algunas*'?. Asi, un 50% de alelos mutantes podria esperar encontrarse, si todas
las células de un PTC llevaran un alelo mutado y otro nativo (wild-type). Asi en tal
sentido, Guerra demostr6 que en el PTC una parte de sus células llevaban la mutacion
y otras no%), Por otra parte Gandolfi *°Y encontré un porcentaje medio del 27.4 %

con un rango entre 7,5 a 49.8 %.

Para conocer mejor la relevancia bioldgica de la clonalidad de la mutacion BRAF,
muchos autores has estudiado la relacion entre la frecuencia del alelo mutado y los
parametros clinico-patoldgicos. Asi, de todos estos valores para Cheng®°), los méas

significativos fueron la invasion extra tiroidea, lo que coincide con otros autores
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mediante resultados por meta andlisis. También se obtuvieron correlacion respecto del
tamafio tumoral®®?, Una explicacién razonable para este fenémeno radicaria en que la
mutacién pueda proveer a las células tumorales una mayor capacidad para la
supervivencia y el crecimiento en la progresion tumoral. Esta evidencia apunta mas a
que la mutacién BRAF estaria mas activa en los estadios finales del proceso en lugar

de los iniciales, en contra de Xing. %3

Los resultados tedricos estarian igualmente en el sentido de incremento de BRAF con
respecto a la aparicion de metastasis ganglionares, los datos son controvertidos en
cuanto a su significacién. Gandolfi °9, encuentra que el porcentaje de alelo mutado
fue menor en los ganglios metastaticos en comparacion con el tumor primario. Es mas
significativo pensar que muchas metastasis ganglionares se asocian con mayor

crecimiento tumoral, afectacién de margenes y extensién extra tiroidea.

Se ha descrito que la presencia de la mutacion BRAF es un dato predictor
independiente para la practica de la diseccion ganglionar en el compartimento

central®¥, estimandose que dicho estudio es muy parcial.

Parece légico decir que una plétora de cambios genéticos y fenotipicos muy
heterogéneos pueden llegar a producir una inestabilidad genética en el interior de un
cancer, asi muchas mutaciones espontaneas pueden ser en una futura evolucién
neutrales o deletéreas y que pocas pueden llegan a ser dominantes, tal vez por una

situacion de restriccion espacial.

Para Cheng ¥, sus hallazgos tienen significado biol6gico importante porque comenta
que la mutacién BRAF no tiene que ser un prerrequisito inicial para la génesis tumoral
de los PTC, pero puede que su alteracion secundaria signifique o provea a la célula de
una ventaja de cara a su supervivencia. Asi, el hecho de que la frecuencia de la

mutacion se asocie con la invasion extra tiroidea hace poco probable que la expansion
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provenga de una mutacién neutral siempre en la deriva genética. Para dicho autor, sus
resultados aparentemente sugieren que la determinacion cuantitativa de la frecuencia
de la mutacién no provee una informacion adicional sobre el significado clinico de la
mutacion BRAF, significando que una leve mutacion negativa en las células tumorales
puede obstaculizar la eficacia de una terapia dirigida a la mutacion BRAF. De hecho
para tumores RAS/RAF nativos, los inhibidores de las RAF Kinasa, podrian activar
paradojicamente la via MAPK de una forma RAS dependiente, mejorando el

crecimiento tumoral en modelo de trasplante tumoral.

Por ultimo, muchos autores insisten en que eliminar la contaminacion de células no
neoplasicas en los tumores es muy complicado, como por ejemplo las células del
propio estroma, endotelios o las células inflamatorias, significAndose que la frecuencia
de alelo mutante seleccionada siempre seria menor que en la células capturadas por

laser 116).
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-Planteamiento, hipétesis y objetivos-

PLANTEAMIENTO, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Dado que en el PTC la mutacion BRAF esté estrechamente asociada con la extension
extra tiroidea, invasion ganglionar linfatica cervical, estadio tumoral avanzado,
recurrencia e incluso mortalidad y que se han identificado muchas alteraciones
moleculares promocionadas o asociadas a la mutacién BRAF, tales como
sobreexpresion de genes promotores, supresion de genes supresores y anulacion de
genes relacionados con la yodacion tiroidea que dificultan la adecuada captacion del
mismo, dificultando la terapia posterior con yodo radioactivo, nos proponemos con el
presente trabajo, estudiar la mutacion BRAF en patologia quirargica tiroidea con la
finalidad de que su estudio y valoracién pueda ser util con alto valor predictivo en el
posterior seguimiento del PTC y en un futuro uso de la misma en las PAAF tiroideas.
Todo ello puede aportar mas exactitud en el manejo y estadiaje de los citados
tumores, sobre todo, a la hora de la toma de decisiones preoperatorias y
posteriormente con el tratamiento con yodo radioactivo, evitando asi las posibles

recidivas.

Por todo lo expuesto, la mutacion BRAF puede ser un factor prondstico importante en
el manejo de los pacientes con PTC. Esto se refleja en su valor predictivo respecto de
la agresividad tumoral, recurrencia y mortalidad. Existen criterios moleculares
documentados que sustentan la importancia de la mutacién BRAF en la tumorogénesis
del PTC y en su valor prondstico, asi como, en la sobreexpresion de proteinas
promotoras, genes supresores tumorales y genes relacionados con la captacion del

yodo.

El valor prondstico de la mutacion BRAF, puede tener mucha utilidad en diversas

areas de manejo de los PTC, como son la indicacién quirtrgica mas apropiada y el
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tratamiento con yodo, sobre todo en los pacientes con bajo riesgo, asi como, en su

seguimiento mas adecuado.

La posibilidad de usar la mutacion BRAF como valor predictivo en la PAAF de Tiroides
previa a la cirugia y en el posterior seguimiento, le convierten en una importante
herramienta para la toma de decisiones. Aunque la eventualidad del uso de BRAF
como indicacién especifica y estratégica para el manejo del PTC necesita adn ser
definida, se espera que el uso prondstico de este marcador molecular, pueda dar una
nueva dimension en el riesgo de recurrencia, teniendo un impacto importante en el

manejo practico de PTC.

Esta ya suficientemente probado en la literatura que la mutacién BRAF, ademas de los
factores ya descritos, se asocia con unas caracteristicas morfolégicas determinadas.

De tal modo es asi, que se han hecho estudios que predicen dicha mutacién en base a
las mismas. Faltaria estudiar cual es la expresion de esos cambios morfologicos en los

PTC cuando no existe la mutacion.

Por ultimo, con métodos de pirosecuenciacion se ha establecido relacion entre el
porcentaje de la mutacion BRAF y los factores prondsticos. Por todo lo cual, nos

planteamos los siguientes objetivos, en la presente Tesis Doctoral.
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OBJETIVOS DE LA TESIS DOCTORAL

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Determinar los valores y porcentajes de la mutacion BRAF en el PTC.

Relacionar dichos valores con los factores prondésticos generales.

Valorar estadisticamente dichos factores.

Estudiar los cambios histopatolégicos del PTC asociados a la mutacion.

Valoracion estadistica de los mismos.

Comprobar la relacion estadistica entre dichos cambios y el porcentaje de la
mutacion.

Valorar las caracteristicas morfolégicas de los PTC no mutados y sus
diferencias con los positivos.
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-Material y métodos-

MATERIAL Y METODOS

Se han seleccionado un total de 60 casos de Carcinoma Papilar de Tiroides
intervenidos quirdrgicamente en los ultimos 10 afios en el Complejo Hospitalario
Insular Materno Infantil de Las Palmas, siguiendo un criterio aleatorio tendente a incluir
la mayoria de tipos tumorales, casos con metastasis y recidivas, asi como, atendiendo
a formas especiales de PTC, como el Oculto o incidental y las formas Quisticas. Se
valoraron las caracteristicas clinicas de los mismos, atendiendo al tipo histoldgico,
tamafio tumoral, extensién intra y extra tiroidea, metastasis ganglionares y a distancia
y recidivas. Desde el punto de vista clinico, se valoraron la edad, sexo, patologias

asociadas y antecedentes familiares.

Una vez evaluada la situacion clinica de cada caso, fueron extraidos los bloques de
parafina del Archivo Hospitalario, se hicieron controles de H/E, para confirmacion del

diagnéstico.

Posteriormente, de cada caso seleccionado, se realizaron tres cortes de 10u c/u en
portas habituales y tras su desparafinado, se llevaron a suero fisiolégico. A
continuacién se marcaron los portas y por microdiseccién se separaron los tumores del
resto del tejido y se llevaron posteriormente a TENS, para la extraccion del DNA

tumoral.

Después de la extraccion del DNA segun procedimiento habitual, se amplificé el gen
BRAF por PCR mediante primers y sondas adecuadas, cuantificando y evaluando en
gel de agarosa. El producto de amplificacién, con los controles correspondientes, fue
sometido a secuenciacién mediante sistema de Pirosecuencién para detectar la

mutacion 600E.

Por ultimo, seleccionados los casos que presentaron la mutacioén, se valor6 su

relacion con los factores previamente descritos, como son: tipo tumoral, TNM y

44



-Material y métodos-

recidiva tumoral. Todos los datos se evaluaron y se determinaron con el consiguiente
estudio estadistico. La finalidad ultima es valorar si la mutacion BRAF tiene

trascendencia en los diferentes parametros ya considerados

3.1 ESTUDIO GENETICO.

Muestras: Para el analisis genético, se usaron muestras de tejido procedente de la
tiroidectomia incluido en parafina. Se realizaron 8 cortes de 10um de la zona mas

representativa del diagndstico
Extraccion de ADN:

La extraccion del &cido desoxirribonucleico (ADN) se llevé a cabo desde diseccion en
portas no silanizados del tejido previamente cortado y seleccionando las zonas mas
representativas tumorales. Los cortes de los tejidos se introdujeron en estufa a 58°
durante 1 hora, se desparafinaron con xylol y se hidrataron mediante alcoholes
decrecientes (Et-OH 100° durante cinco minutos, Et-OH 96° durante cinco minutos- Et-
OH 70° durante cinco minutos, terminando en un bafio de agua destilada durante cinco

minutos mas).

Después se delimit6 la zona tumoral en microscopio y se marc6 con rotulador
permanente. Con una punta desechable y estéril se raspé la zona tumoral
seleccionada previamente en el microscopio y se recogid, poniéndola en un Eppendorf

de 1,5 ml con de TEENS.

Para purificar el ADN, se afiadi6 al Eppendorf con el tejido re suspendido en 400ul de
TEENS, 40ul de proteinasa K (10mg/ml). Se incub6 a 56° en estufa y en movimiento
hasta la mafiana siguiente. Se dispuso en Eppendorf a 90° en termo bloque durante 1

hora para inactivar la proteinasa K. Después se sometio a centrifugacion durante cinco
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minutos a maximas r.p.m. Tras este paso, se afiadié 400ul de phenol-cloroformo-
isoamilico y se agité vigorosamente durante 15 minutos. Se centrifugdé a maximas
r.p.m. durante 15 minutos. Se decantd la fase superior en un Eppendorf nuevo,
teniendo cuidado de no absorber la interfase. Se afiadié 40ul de Ac NA 3M y también
se afladié 1200ul de Et OH 100°. Se mezcl6 suavemente y se mantuvo a -20° durante

1 hora.

La muestra se volvio a centrifugar a méximas r.p.m. durante 15 minutos. Se decanto el
sobrenadante y se afiadié 500ul de Et OH 70°. Después se centrifugd a maximas rpm.
durante 5 minutos. Se decant6 el sobrenadante y se secé el pelet a 30° hasta la

evaporacion del Et-OH. Por altimo se re suspendi6 el pelet en 50ul de TE (ajustando el

volumen al tamafio del pelet).

Amplificacion por PCR del gen BRAF: para cada amplificacion por PCR, se uso
aproximadamente 20ng de ADN celular total. La PCR se realiz6 usando los primers

especificos para el BRAF:

BRAF Forward primer F2: TGATTTTGGTCTAGCTACA

BRAF Reverse primer RBIO: TCCAGACAACTGTTCAAACTGAT
El protocolo de amplificacién para el gen BRAF fue el siguiente:

Reactivos para 1muestra:

6,5 ul de H20.

e 12,5 pl de Hot Start Green Master Mix ( Promega, Ref: M5122 )

e 0,5 pla12,5uMPrimer Forward: TGATTTTGGTCTAGCTACA

o 0,5ulal12,5uM Primer Reverse: TCCAGACAACTGTTCAAACTGAT

e 10— 20 ng de ADN en 5pl
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Volumen final: 25l

Comprobacion de la amplificacion Mediante electroforesis en gel de agarosa al 2,5%.
Afadiendo en el gel un marcador de peso molecular (Bench Top PCR Markers,

Promega, Ref: G7531)
Termociclador Bio Rad. Programa BRAF.
El programa de amplificacion fue el siguiente:
95° - 2 minutos — X1 Ciclo
94° - 20 segundos — X40 CICLOS
55° - 20 segundos — X40 CICLOS
72° - 20 segundos — X40 CICLOS
4° - 30 minutos
Usando el termociclador de Bio- Rad, modelo: MY CYCLER™THERMAL CYCLER.
Secuencia del producto amplificado: Pyrosecuenciacion BRAF
Binding:
1. Reactivos para una muestra:
38ul Binding Bfr
2l Streptavidin — Agarose

2. Vf: 40pl

3. Alicuotar los 40pul en tubos de 0,2 ml con tapa.

4. Afadir 30pl de H20 ( el volumen es ajustable en funcién del pPCR )

5. Adadir 10ul del pPCR
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6. Colocar los tubos bien cerrados en el agitador, 1400rpm durante 5 minutos.

7. Preparar la estacion del pirosecuenciador:

Llenar las cubetas con los reactivos correspondientes: H20, EtOH 70°, Denaturing

Buffer y Washing buffer. (LIlenar hasta la marca indicada).

Preparar la placa de secuenciacion:

Reactivos por muestra:

25ul Annealing Buffer

0,75pPrimers de secuenciacion BRafPys TGATTTTGGTCTAGCTACA
Dispensar 25ul en el pocillo correspondiente de la placa de pirosecuenciacion.
Manifold

Colocar el peine de vacio en la cubeta de H20.

Aspirar con el peine de vacio el contenido de los tubos que contienen:
(BindingBfr, Streptavidin — Agarose y pPCR).

Pasar el peine por las soluciones:

EtOH 70° durante 5 segundos.

Denaturing Buffer durante 5 segundos.

Wasing Buffer durante 10 segundos.

Colocar el peine vertical para que el liquido sea aspirado

Colocar el peine sobre la placa de pirosecuenciacién. Mantenerlo durante 10 segundos

moviéndolo suavemente.
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Tapar la placa de pirosecuenciacion y colocarla en el termo bloque a 80° durante 2

minutos (No excederse de los dos minutos)

Tras dos minutos, retirar la placa de pirosecuenciacién del termo bloque y dejar enfriar

a temperatura ambiente al menos 10 minutos.

Encender el pirosecuenciador.

Abrir el programa PyroMark Q 24 en el ordenador.

New Run (signo Play en verde o File — New Run).

Instrument Method: PyroMark Method 003.

Arrastrar hasta Assay la prueba BrafV600K que esta en su carpeta correspondiente.
(No confundir con otras opciones)

Nombrar los pocillos de acuerdo con el orden que se ha seguido al aspirar las

muestras.

Save as en un Pendrive.

Cargar el cartucho del pirosecuenciador con:
100ul de Enzime.

100pl de cada sustrato A, C, T, G.

Las cantidades exactas de cada reactivo pueden consultarse en el ordenador. Para
ello, una vez preparada la plantilla de la placa, hay que hacer click en Tools — Pre Run

Information. Se abrira una nueva ventana con los datos.
Colocar el Pendrive en el pirosecuenciador

Seleccionar Run y elegir el archivo que se acaba de crear.
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Confirmar la prueba. Empezara autométicamente. Al principio comprueba la presién, la
temperatura, la oscuridad.... Cuando las barras de estos parametros aparezcan en

verde, comenzara a dispensar los reactivos.
Cuando la prueba haya finalizado, extraer el Pendrive y apagar el pirosecuenciador.

Abrir PyroMark Q 24 en el ordenador, Open File, seleccionar el archivo con el que se

esta trabajando.
Seleccionar los pocillos con las muestras, hacer click en Analyzeselected Wells.
Recuperar los reactivos del cartucho del pirosecuenciador.

Lavar bien y comprobar que los dispensadores no estan obstruidos.

3.2 DISENO ESTADISTICO.

Estudio observacional prospectivo en el que se incluyeron 60 pacientes con PTC, se
seleccionaron de manera aleatoria entre los tratados quirdrgicamente en los diez
ultimos afios en nuestro hospital, desde el afio 2004 hasta 2014, y se estudio la
evolucién de los pacientes hasta el afio 2014 en el que se planteé el estudio. Los
pacientes fueron clasificados segun el porcentaje de mutacién BRAF fuese superior al

10% (positivo) o menor del 10% (negativo).

Andlisis de datos. En cada uno de los dos grupos de la clasificacion considerada
(porcentaje de mutacion BRAF superior o no al 10%), la edad se resumié en mediana
y rango intercuartilico (IQR) y los factores binarios, en frecuencias y porcentajes. Las
medianas se compararon con el test de Kruskal-Wallis y los porcentajes, segun
procediera, con el test de la %2 o el test de Fisher. En orden a identificar los factores

binarios asociados con la mutacién BRAF superior al 10% se realizé un andlisis
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logistico multivariante. Todas las variables que mostraron asociacion con la mutacion
BRAF fueron introducidas en el andlisis. Se realiz6 una seleccion de variables
mediante el método del mejor subconjunto de variables utilizando el algoritmo de
enumeracion completa (Morgan y Tatar, 1972) y el criterio de informacion bayesiano
(BIC). ElI modelo se resumio en p-valores y odd-ratios, las cuales se estimaron
mediante intervalos de confianza al 95%. Se analizo también la distribucion del
porcentaje de mutacion BRAF en escala numérica segun la presencia o no de cada
uno de los factores considerados. En cada uno de los grupos de presencia/ausencia
de cada factor, el porcentaje de mutacion BRAF se resumi6 en medianas y rangos
intercuartilicos y las distribuciones se compararon mediante el test de Wilcoxon para
datos independientes (ver tabla 3 y figuras 1a y 1b). Un contraste de hipotesis se
considero significativo cuando el correspondiente p-valor fue inferior a .0.5. Los datos

se analizaron con el paquete R, version 3.1.0 (R Development Core Team, 2014).
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-Resultados-

RESULTADOS

Expondremos nuestros resultados en la presente tesis doctoral siguiendo el orden
establecido por la presentacion evolutiva de los casos y que se recogen en la tabla
estadistica general de resultados. En primer lugar y en cada caso se expone un breve
historial clinico seguido del diagnéstico histoldgico, las particularidades principales y la

evolucion clinica.

- DATOS CLINICOS
- CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DE CADA CASO
- SECUENCIACION (representacion gréafica del porcentaje de mutacion BRAF)

- COMENTARIOS
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CASO N°: 1 N°DE BIOPSIA: 06 B 1777 NHC: 360238 F/N: 17/02/1933
F/I: 10/03/2006
EDAD: 73 aflos SEXO: Mujer ANTECEDENTES PERSONALES: Sin interés.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar variante folicular con transformacion en

carcinoma poco diferenciado.
TAMANO TUMORAL: 53 x 5’3 cm.
EXTENSION: Afecta a margenes quirirgicos, con infiltracion vascular.

METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: Metastasis ganglionares y

pulmonares en 2012.
RECIDIVAS: Estabilidad de las lesiones desde 2012.

TNM: pT4, pN1b, pM1. ESTADIO: IVC

Figura 1.1 Carcinoma papilar, zona de variante folicular.
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A2 GWGAAATCTCGATGG
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Fig. 1.2. Representacion grafica porcentaje mutacién BRAF (T/A: 4%).

Descripcién: Se trata de un carcinoma papilar variante folicular con cambios
desdiferenciados. La mutacion es de (4%) se obtuvo de la zona diferenciada. Es una
paciente de 73 afios y el tumor mostrd, nucleos atipicos, infiltracion, ocupacion de
bordes quirlrgicos, metastasis ganglionares y a distancia con recidiva tumoral. El

tamafio es importante con una medida mayor de 5cm, siendo un estadio IVC.
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CASO N°: 2 N°DE BIOPSIA: 05 B 14612 NHC: 132293 F/N: 10/10/1948

F/I: 27/12/2005 EDAD: 65 afios SEXO: Mujer

ANTECEDENTES PERSONALES: Carcinoma de laringe intervenido.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar clasico con transformacion esclerosaste.
TAMANO TUMORAL: 2’5 x 2 x2 cm.

EXTENSION: Infiltra la capsula, invasién vascular y dos implantes en LTD.
METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: Metéstasis ganglionares.
RECIDIVAS: No, en 2011 ultima revision normal (paciente de Fuerteventura).

TNM: pT2, pN1la, pMO. ESTADIO: llI

Fig. 2.1. Carcinoma papilar, zona quistica.
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Fig. 2.2 Representacion grafica porcentaje mutaciéon BRAF (T/A: 23%).

Descripcién: Se trata de un carcinoma papilar clasico con tendencia a célula alta y
patrén encapsulado, aparece mutado en un (23%) y llama la atencién sus rasgos de
agresividad consistentes en la presencia de esclerosis, atipia nuclear y pink atipia,
infiltracién de limites y de bordes quirdrgicos con metastasis a distancia, siendo su

estadio de Ill.
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CASO N°: 3 N° DE BIOPSIA: 06 B 7574 NHC: 365782 F/N: 25/08/1947 F/I:

29/06/2006

EDAD: 66 aflos SEXO: Mujer ANTECEDENTES PERSONALES: Alergia a Nolotil, sin

otros antecedentes. TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar variante células altas.
TAMARNO TUMORAL: 4 x 2’5 cm en lébulo tiroideo izquierdo.

EXTENSION: Infiltra y rompe la capsula tiroidea. METASTASIS GANGLIONARES/A

DISTANCIA: En el otro I6bulo (derecho) y cuatro metastasis en ganglios ipsilaterales.

RECIDIVAS: Metastasis ganglionares en 2009 (tres metastasis ganglionares en
cadena yugular derecha anterior y 7 metastasis ganglionares en compartimento
central en abril, dos metastasis mas en linfadenectomia derecha y dos mas en

izquierda en noviembre).

2013: recidiva en otra adenopatia. TNM: pT2, pN1b, pM0. ESTADIO: IVA

Fig. 3.1 Carcinoma papilar de células altas.
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Fig. 3.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 26%).

Descripcidn: Se trata de un carcinoma papilar de células altas con tendencia a
columnar de gran tamafio (4cm), se encuentra encapsulado. Estd mutado en un (26%)
y presenta rasgos de agresividad consistentes en: esclerosis, nlcleos atipicos, pink

atipia e infiltracion de los limites del tumor y bordes quirdrgicos. Su estadio es IVA.
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CASO N°: 4 N° DE BIOPSIA: 12 B 16046 NHC: 3182081 F/N: 27/01/1965 F/I:

13/12/2012

EDAD: 48 SEXO: Mujer ANTECEDENTES PERSONALES: Desnutricion cal6rico-
proteica. Nefrectomia izquierda por tumor ureteral. LNH en la infancia tratado con
quimio y radioterapia. Cardiopatia congénita sometida a cirugia de recambio valvular
con protesis bioldgica en 27/05/2011. Asma bronquial. DMNID. Esplenectomia. Pélipos

nasales de tipo alérgico. Bocio multinodular.
TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar clasico con zonas de células altas y oxifilico.
TAMANO TUMORAL: 1’5 x 1’5 cm.

EXTENSION: Lobectomia izquierda con bordes libres quirtirgicos. Lobectomia derecha

negativa operada en segundo tiempo (19/03/2013).
METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No. RECIDIVAS: No.

TNM: pT1b, pNO, pMO. ESTADIO: |
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Fig. 4.1. Carcinoma papilar clasico.
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Fig. 4.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 3%).

Descripcién: Se trata de un carcinoma papilar clasico, con cierta tendencia a célula
alta y eosinofilia. No aparece mutado (3%), siendo poco agresivo, pequefio tamafo

(1,5 x1, 5 cm) y presenta encapsulacion. Los nucleos son escasamente atipicos y

muestra fibrosis.
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CASO N°: 5 N° DE BIOPSIA: 12 B 2226 NHC: 190265 F/N: 25/04/1954
F/I: 06/03/2012 EDAD: 59 afios SEXO: Mujer

ANTECEDENTES PERSONALES: Bocio multinodular. Adenoma paratiroideo

superior derecho.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar clasico, encapsulado y quistico.
TAMARO TUMORAL: 1’2 x 1 x 09 cm.

EXTENSION: Tiroidectomia total, nddulo.

METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No.

RECIDIVAS: No (2012). TNM: pT1b, pNO, pMO. ESTADIO: |

Fig. 5.1. Carcinoma papilar clasico.

61




-Resultados-
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Fig. 5.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 12%).

Descripcidn: Se trata de un carcinoma papilar clasico con areas quisticas. Aparece
mutado en un (12%) y esta encapsulado y con disposicién subcapsular glandular.
Llama la atencién la atipia nuclear y la ausencia de pink atipa, respeta los limites del

tumor y los bordes quirargicos, siendo su estadio de I.
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CASO N°: 6 N°DE BIOPSIA: 07 B 14583 NHC: 254972 F/N: 03/04/1955
F/1: 19/12/2007 EDAD: 58 afios SEXO: Mujer

ANTECEDENTES PERSONALES: Bocio multinodular

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar clasico, quistico y encapsulado.
TAMARNO TUMORAL: 2 x 15 cm.

EXTENSION: Implante microscépico en LTD de 0’3 x 0°2 cm. Céapsula libre de

infiltracién tumoral.
METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No.
RECIDIVAS: 2013: no adenopatias laterales de aspecto patolégico.

TNM: pT1b, pNO, pMO. ESTADIO: |

Fig. 6.1. Carcinoma papilar clasico - quistico.
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Fig. 6.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 4%).

Descripcidn: Se trata de un carcinoma papilar clasico-quistico que no esta mutado
(4%), encapsulado, con nucleos atipicos, muestra fibrosis mientras que la esclerosis,

la infiltracion de bordes y limites del tumor esta ausente. Su estadio es de |.
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CASO N°: 7 N° DE BIOPSIA: 09 B 8385 NHC: 472173 F/N: 13/08/1984
F/l: 10/07/2009 EDAD: 29 afios SEXO: Mujer

ANTECEDENTES PERSONALES: Bocio multinodular.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar clasico.

TAMANO TUMORAL: 16 x 1 cm.

EXTENSION: Infiltra capsula ganglionar y borde quirdrgico de reseccion.
METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: Ganglionar.
RECIDIVAS: No hasta 2010, paciente de Fuerteventura.

TNM: pT1b, pN1, pMO. ESTADIO: |
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Fig. 7.1. Carcinoma papilar clasico, cambios nucleares nitidos.
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Fig. 7.2 Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 18%).

Descripcidn: Se trata de un carcinoma papilar clasico con tendencia a célula alta 'y
marcada esclerosis, aparece mutado (18%) y muestra signos agresivos consistentes
en esclerosis, nucleos atipicos, pink atipia e infiltracién de limites y bordes quirargicos

del tumor, con disposicién subcapsular. Su estadio es |.
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-Resultados-

CASO N°: 8 N°DE BIOPSIA: 10 B 11564 NHC: 505657 F/N: 16/05/1966
F/I: 16/09/2010 EDAD: 47 afios SEXO: Mujer

ANTECEDENTES PERSONALES: N6dulos quisticos mamarios. Amigdalitis de
repeticion. TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar marcadamente invasivo.

TAMARNO TUMORAL: 5 x 2x 1cm, multinodular.
EXTENSION: Infiltrante, tiroidectomia total con vaciamiento cervical.

METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: Ganglionares (positivos en los dos

lados, seis en derecho y cinco en izquierdo), metastasis pulmonares.

RECIDIVAS: Enfermedad estable segun criterios RECIST, en 2013, Tratado con
sorafenib (inhibidor de tirosina quinasa). TNM: pT4, pN1b, M1. ESTADIO: Il (menor

de 45 afos)

Fig. 8.1. PTC con rasgos atipicos y marcados cambios nucleares.
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Fig. 8.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 26%).

Descripcidn: Se trata de un carcinoma papilar clasico de gran tamafio (5cm) con
predominio folicular y esta mutado en un (26%). Siendo rasgos de agresividad la
esclerosis, la atipia nuclear con pink atipia y la infiltracion de los limites del tumor,
infiltracién de la capsula y partes blandas. Presenta ganglios positivos y metastasis a

distancia ganglionares y pulmonares, siendo su estadio Il.
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-Resultados-

CASO N° 9 N° DE BIOPSIA: 13 B 5232 NHC: 427024 F/N: 19/11/1978
F/l: 09/05/2013 EDAD: 35 afios SEXO: Vardn

ANTECEDENTES PERSONALES: LNH B de célula grande, mediastinico tratado.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar clasico y quistico.
TAMARNO TUMORAL: Mas de 5 cm, en multiples nédulos.
EXTENSION: Afecta capsula tiroidea, los dos l6bulos y bordes quirtrgicos afectos.

METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: Metastasis en cinco ganglios del

vaciamiento derecho y seis ganglios positivos del izquierdo.
RECIDIVAS: No, hasta junio de 2013. TNM: pT4a, pN1b, pMO.

ESTADIO: | (menor de 45 afios)

Fig. 9.1. CPT con abundantes cuerpos de psammoma.
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Fig. 9.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 3%).

Descripcidn: Se trata de un carcinoma papilar variante clasico y quistico, de gran
tamafio més de (5cm) y multicéntrico, con infiltracion de los limites del tumor, de
bordes quirdrgicos, presentando metastasis regionales y a distancia. Muestra
esclerosis y fibrosis asi como abundante cuerpos de psammoma. No mutado. Su

estadio es |.

70



-Resultados-

CASO N°: 10 N° DE BIOPSIA: 08 B 8026 NHC: 3181116 F/N: 11/07/1968

F/I: 17/07/2008EDAD: 45 aflos SEXO: Mujer ANTECEDENTES PERSONALES:

HTA

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar de tiroides variante oncocitica tipo células

de Hirtle con tiroiditis de Hashimoto asociada tipo “Warthin-like”.
TAMARNO TUMORAL: 1’5 x 1 cm.

EXTENSION: Contacta con el margen quirtrgico de reseccion.
METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No. RECIDIVAS: No.

TNM: pT1b, pNO, pMO. ESTADIO: | (menor de 45 afios)

Fig. 10.1. Carcinoma papilar, oxifilico tipo Warthin-like.
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BS GWGAAARTCTCGATGG

Az 5%
T: 91%

g
]
BH

Fig. 10.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 9%).

Descripcidn: Se trata de un carcinoma papilar oxifilico en una tiroiditis crénica
linfocitica con infiltracién linfocitica tumoral tipo Warthin-like, infiltra limites tumorales y
bordes quirdrgicos. Su tamafio es pequefio (1,5 x 1cm) y llama la atencién cierta atipia
citoplasmica con forma en raqueta con tendencia a pink atipia. Su estadio es | y no

aparece mutado (9%).
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-Resultados-

CASO N°: 11 N° DE BIOPSIA: 06 B 10979 NHC: 160867 F/N: 27/08/1955

F/I: 02/10/2006 EDAD: 58 afios SEXO: Varon.

ANTECEDENTES PERSONALES: Gonartrosis. HTA. Edema de Reinke.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar de tiroides. No encapsulado e infiltrante.

TAMARNO TUMORAL: 2’5 x 2cm. EXTENSION: Contacta e infiltra la capsula

glandular.

METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: Metéastasis ganglionar linfaticas en

tres adenopatias en istmo, seis yugulo-timicas y siete yugulo-carotideas de trece.
RECIDIVAS: No, hasta 2012 sin alteraciones.

TNM: pT3, pN1b, pMO. ESTADIO: IVA

Fig. 11.1. Carcinoma papilar clasico.
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-Resultados-

B2 CWGSAAATCTCGATGS

Fig. 11.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 11%).

Descripcidn: Se trata de un carcinoma papilar clasico de pequefo tamafio (2,5 x 2cm)
de disposicion subcapsular. Infiltra limites tumorales y bordes quirargicos produciendo
metastasis a distancia ganglionares. Se encuentra mutado en un (11%) y su estadio es

IVA.
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-Resultados-

CASO N°: 12 N° DE BIOPSIA: 08 B 4337 NHC: 443414 F/N: 22/08/1955
F/I: 28/04/2008 EDAD: 58 afios SEXO: Mujer

ANTECEDENTES PERSONALES: No antecedentes ni personales ni familiares de

carcinoma.
TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar variante folicular.
TAMARNO TUMORAL: 1 x 1 x 0’6 cm en Iébulo tiroideo izquierdo.

EXTENSION: Multicéntrico, varios implantes, con las que contacta e infiltra

localmente tejidos blandos periféricos.
METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No. RECIDIVAS: No.

TNM: pTla, pNO, pMO. ESTADIO: |

Fig. 12.1. Carcinoma papilar variante folicular.
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-Resultados-
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Fig. 12.2. Representacién grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 3%).

Descripcién: Se trata de un carcinoma papilar variante folicular, tamafio mayor de 1
(1 x 1cm) y disposicion subcapsular. Es infiltrante, los bordes quirdrgicos estan
afectados. Carece de metastasis ganglionares y a distancia. No aparece mutado (3%).

Sin embargo presenta marcada multicentricidad. Su estadio es |.
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-Resultados-

N° CASO: 13 N°DE BIOPSIA: 08 B 12274 NHC: 212880 F/N: 19/07/1931

F/1: 28/10/2008 EDAD: 82 afios SEXO: Mujer ANTECEDENTES PERSONALES:

Enfermedad de Bowen en brazo izquierdo, bocio de rapido crecimiento.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar de tiroides de células altas con

desdiferenciacion y areas desmoplasicas. TAMANO TUMORAL: Més de 5 cm.
EXTENSION: Infiltra parénquima muscular pretiroideo.

METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No consta

RECIDIVAS: éxitus el 25 de noviembre de 2008. TNM: pT4b, pNO, pMO.

ESTADIO: IVB - IVC
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Fig. 13.1. Carcinoma papilar, células altas. Fig. 13.2. Carcinoma papilar, zona desdiferenciada.
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-Resultados-
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Fig. 13.3. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 7%).

BS GWGALATCTOGATGG

Fig. 13.4. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 5%).

78



-Resultados-

Descripcién: Se trata de un carcinoma papilar de células altas con tendencia a
columnares, con abundantes signos de agresividad, con esclerosis, nicleos atipicos,
infiltracion de los limites del tumor y bordes quirdrgicos y con pink atipia ( Fig 13.1).Su
estadio es IVC. Presenta un cambio de desdiferenciacion con transformacion
desmoplasica que alcanza el grado de carcinoma indiferenciado (Fig.13.2). A pesar de
todo, tanto la forma diferenciada como la desdiferenciada no presentan mutacion (7%)

y (5%) respectivamente.
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-Resultados-

N° CASO: 14 N° DE BIOPSIA: 08 13085 NHC: 286982 F/N: 28/08/1971

F/l: 21/11/2008 EDAD: 42 afios SEXO: Mujer

ANTECEDENTES PERSONALES: Apendicectomizada.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar de tiroides variante clasica y esclerosante.
TAMARNO TUMORAL: 1’5 x 1’5 cm.

EXTENSION: Céapsula tiroidea libre y bordes de reseccion libres.

METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No.

RECIDIVAS: No (hasta 2012). TNM: pT1b, pNO, pMO. ESTADIO: |

Fig. 14.1. Carcinoma papilar clasico con fibrosis.
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-Resultados-

BE6 GWGAAATCTCGATGS

Fig. 14.2. Representacion grafica porcentaje mutaciéon BRAF (T/A: 12%).

Descripcién: Se trata de un carcinoma papilar clasico con fibrosis, nucleo atipico,
moderada infiltracion de limites, pink atipia leve, con un estadio I. Llama la atencién el
componente inflamatorio presente en las ares de infiltracién préxima a la capsula

glandular, por lo que se le considera subcapsular. Aparece mutado en un (12%).
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-Resultados-

N° CASO: 15 N° DE BIOPSIA: 09 B 12397 NHC: 3318765 F/N: 06/07/1977
F/I: 13/10/2009 EDAD: 36 SEXO: Mujer
ANTECEDENTES PERSONALES: Sin interés.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar variante folicular (18), adenoma folicular

(16) con zonas atipicas (17)
TAMANO TUMORAL: Carcinoma de 1 x 1 cm y adenoma de 2’5 x 2 cm.
EXTENSION: Encapsulado, dos nédulos en LTD y otro en istmo.

METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No RECIDIVAS: No (2010,

paciente de Fuerteventura). TNM: pT1la, pNO, pMO. ESTADIO: |

Fig. 15.1. Adenoma. Fig. 15.2. Adenoma folicular. Fig. 15.3. Carcinoma papilar.
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Fig. 15.4. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 4%).

B& CWCSALATCTCGATGG

Fig. 15.5. Representacion grafica porcentaje mutacién BRAF (T/A: 5%).
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Fig. 15.6. Representacion grafica porcentaje mutacién BRAF (T/A: 4%).

Descripcién: Se trata de un carcinoma papilar variante folicular con nucleos atipicos,
fibrosis sin evidencia de pink atipia. Aparece bien delimitado y encapsulado, estando
ausente la mutacién (4%) (Fig.15.3). El I6bulo contralateral y en el Istmo se detectan
dos lesiones foliculares sin nicleos atipicos y bien delimitada la primera, compatible
con un adenoma folicular, no estando mutado (Fig.15.1). La otra lesién, de mayor
tamafio se corresponde con otro adenoma de similares caracteristicas con areas de
nucleos claros y atipicos muy parecido al carcinoma descrito en primer lugar, que no

aparece igualmente mutado (4%) (fig.15.2).
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-Resultados-

CASO N°: 16 N° DE BIOPSIA: 10 B 3017 NHC: 3355300 F/N: 16/11/1972

F/I: 26/03/2010 EDAD: 41 SEXO: Mujer ANTECEDENTES PERSONALES: Madre

con hipotiroidismo primario. No habitos toxicos, ni otros de interés.
TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar variante folicular con zonas Warthin-like.
TAMANO TUMORAL: 2 x 2 cm.

EXTENSION: Bordes quirtrgicos libres. Tiroidectomia izquierda en segundo tiempo,

libre de neoplasia. METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No

RECIDIVAS: No. TNM: pT1b, pNO, pMO. ESTADIO: |

Fig. 16.1. Carcinoma papilar variante folicular.
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Fig. 16.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 3%).

Descripcidn: Se trata de un carcinoma papilar variante folicular que muestra nucleos
atipicos y pink atipia. Aparece bien delimitado y encapsulado siendo su tamafo de
(2cm), sin cambios infiltrativos ni esclerosantes, muestra fibrosis (Fig.16.1). Su estadio

es I. No se encuentra mutado (3%).
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-Resultados-

CASO N°: 17 N° DE BIOPSIA: 10 B 13491 NHC: 287793 F/N: 31/03/1944
F/I: 11/11/2010 EDAD: 69 afios SEXO: Mujer

ANTECEDENTES PERSONALES: Carcinoma de mama derecha. Cataratas

bilaterales. Quistes de ovario.

TIPO HISTOLOGICO: 20. Carcinoma papilar clasico - microcarcinoma,

encapsulado, con focos de calcificacion. 21. Neoplasia folicular de células de Huirtle.
TAMARNO TUMORAL: 0’8 x 0’8 cm. EXTENSION: Encapsulado.
METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No.

RECIDIVAS: No (gammagrafia 6sea negativa en 2.013) TNM: pT1a, pNO, pMO.

ESTADIO: |

Fig. 17.1. Carcinoma papilar — microcarcinoma. Fig. 17.2. Zona de carcinoma papilar oxifilico.
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Fig. 17.3. Representacion gréafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 4%).
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Fig. 17.4. Representacion grafica porcentaje mutacién BRAF (T/A: 4%).
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-Resultados-

Descripcién: Se trata de un carcinoma papilar de pequefio tamafio (0,8cm), incidental
y subcapsular. Aparece encapsulado, los nucleos son atipicos con pink atipia y fibrosis
no detectandose la esclerosis, siendo su estadio | (Fig. 17.1). El tumor no aparece
mutado (4%). El tumor se acompafa en otro foco glandular de una neoplasia folicular

de células de Hurthle, que no aparece mutado (4%) (Fig.17.2).
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-Resultados-

CASO N°: 18 N° DE BIOPSIA: 10 B 16448 NHC: 61794 F/N: 29/05/1970

F/I: 12/01/2011 EDAD: 43 SEXO: Mujer ANTECEDENTES PERSONALES:

NMAC. Hipotiroidismo en tratamiento. Sindrome de Turner.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar clasico en LTD. Lobectomia izquierda:

microimplante por carcinoma papilar variante folicular en zona intralobular izquierda.
TAMARNO TUMORAL: 0’8 x 0’8 cm
EXTENSION: Encapsulado e infiltrante, contacta con margen quirtirgico.

METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: Ganglio linfatico (+) laterocervical
izquierdo en 2013. RECIDIVAS: Ganglionar el 02/07/2013. Gammagrafia 0sea

negativa 2013. TNM: pT1a, pN1la, pMO. ESTADIO: | (menor de 45 afios)

Fig. 18.1. Carcinoma papilar clasico con atipia eosinofilica.
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-Resultados-

CS CGWGESAAATCTCGATGES

Fig. 18.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 33%).

Descripcién: Se trata de un carcinoma papilar clasico, subcapsular y encapsulado,
con atipia moderada nuclear y leve esclerosis. Por otra parte presenta fibrosis con pink
atipia. (Fig.18.1).Se considera un microcarcinoma por su tamafo, mostrando
infiltracién de limites de bordes quirlrgicos, con metastasis linfatica siendo su estadio

I. Con todos estos signos su mutacion es del (33%).
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-Resultados-

CASO N°: 19 N° DE BIOPSIA: 10 B 16510 NHC: 3027482 F/N: 03/06/1964

F/I: 13/01/2011 EDAD: 49 afios SEXO: Mujer ANTECEDENTES PERSONALES:

Sin interés.

TIPO HISTOLOGICO: N. 23: Carcinoma papilar variante clasica, encapsulado,
quistico e infiltrante. N. 24: tumor de células de Hurtle, oxifilico, nodular y

encapsulado

TAMANO TUMORAL: N.23: 2’5 x 2’5 cm. N.24: 5 x 3’5 x 3’5 cm.

EXTENSION: Encapsulados. METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No.
RECIDIVAS: No. Gammagrafia negativa en 2011.TNM: pT2, pNO, pMO.

ESTADIO: Il

Fig. 19.1. Carcinoma papilar clasico quistico.  Fig. 19.2. Zona carcinoma papilar oxifilico.
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Fig. 19.3. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 33%).
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Fig. 19.4. Representacion gréafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 3%).
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-Resultados-

Descripcidn: Se trata de un carcinoma papilar variante clasica con xantomatosis
intrapapilar y areas quisticas. Aparece encapsulado y bien delimitado. Presenta
nucleos atipicos, infiltracion de bordes y la pink atipia es leve, mostrando cuerpos de

psammoma. (Fig. 19.1). Su estadio es II. El tumor tiene una mutacion del (33%).

El tumor se acompafa de una lesion papilar de células oxifilicas con rasgos nucleares
de atipia leve, (Fig.19.2). Siendo una lesién de gran tamafio (5 x 3,5cm), la cual no

aparece mutada (3%)
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-Resultados-

CASO N°: 20 N° DE BIOPSIA: 11 B 3564 NHC: 300131 F/N: 02/12/1978 FII:

01/04/2011 EDAD: 35 afios SEXO: Mujer ANTECEDENTES PERSONALES: Sin interés.
TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar variante células altas en I6bulo derecho.
TAMARNO TUMORAL: 2 x 1 cm.

EXTENSION: Infiltra capsula glandular, borde quirdrgico libre.

METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: Metastasis en ganglio de compartimento

central derecho.

RECIDIVAS: Adenopatias latero-cervicales derechas, con metastasis en un ganglio

linfatico de seis, en julio de 2013.

TNM: pT1b, pN1b, pMO. ESTADIO: | (menor de 45 afios).

Fig. 20.1. Carcinoma papilar células altas.
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-Resultados-

BZ CWGALATCTCGATGEGS

Fig. 20.2. Representacion grafica porcentaje mutacién BRAF (T/A: 11%).

Descripcién: Se trata de un carcinoma papilar de células altas con esclerosis, ntcleo
atipico, infiltracioén de limites, pink atipia y ocupacién de bordes quirdrgicos. (Fig. 20.1).
Presenta ademas metastasis ganglionar linfatica, siendo su estadio I. El tumor esta

mutado en un (11%).
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-Resultados-

CASO N°: 21 N° DE BIOPSIA: 11 B 14197 NHC: 52710 F/N: 29/10/197
F/1: 02/11/2011 EDAD: 40 afios SEXO: Varén

ANTECEDENTES PERSONALES: Sin interés.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar con xantomatosis intrapapilar.
TAMANO TUMORAL: 1’8 x 1’8 cm.

EXTENSION: Infiltracién local de capsula del tumor, no de capsula glandular ni

tejidos adyacentes.
METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No.

RECIDIVAS: No. TNM: pT1b, pNO, pMO. ESTADIO: |

Fig. 21.1. Carcinoma papilar cldsico con xantomatosis intrapapilar.
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-Resultados-

B2 GWGAAARATCTCGATGS

Fig. 21.2. Representacion gréafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 35%).

DESCRIPCION: Se trata de un carcinoma papilar clasico en el que se muestra leves
lesiones atipicas nucleares y xantomatosis intrapapilar. Estd mutado. Varon de 38
afios, muestra fibrosis e infiltra bordes. Su estadio es | con escasa mitosis. Con un

tamafio menor de 2 cm. Aparece encapsulado. Muestra histiocitos espumosos

intrapapilares.
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-Resultados-

CASO N°: 22 N° DE BIOPSIA: 11 B 13538 NHC: 215642 F/N: 23/11/1934

F/I: 03/11/2011 EDAD: 79 afios SEXO: Mujer ANTECEDENTES PERSONALES:

HTA en tratamiento, sarcoidosis pulmonar y bocio multinodular.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar de células de Hiirtle encapsulado.

Incidental. TAMANO TUMORAL: 1 x 0’7 cm.

EXTENSION: Encapsulado, intralobular tiroideo.

METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No.

RECIDIVAS: No. En octubre de 2013, lobectomia tiroidea derecha con bocio.

TNM: pT1a, pNO, pMO. ESTADIO: |

Fig. 22.1. Carcinoma papilar oxifilico.
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Fig. 22.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 3%).

Descripcidn: Se trata de un carcinoma oxifilico, bien delimitado y en parte
encapsulado que muestra pink y escasa atipia nuclear. Presenta areas quisticas con
pigmento de hemosiderina por puncion. Imagenes en tachuela y células gigantes
multinucleadas, no esta mutado y su tamafio es de 1 x 0,7 cm. Se muestra como

incidental. Esta bien delimitado y su rasgo mas caracteristico es la atipia.
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-Resultados-

CASO N°: 23 N° DE BIOPSIA: 12 B 14098 NHC: 179627 F/N: 29/08/1948

F/I: 14/11/2012 EDAD: 65 afios SEXO: Varon ANTECEDENTES PERSONALES:

Sin interés.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar de tiroides variante macrofolicular

encapsulado en adenoma folicular en LTD.
TAMARNO TUMORAL: Menor de 1 cm.

EXTENSION: Encapsulado.

METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No.

RECIDIVAS: No (LTI sin alteraciones en 2012). Ecografia en noviembre de 2013

negativa. TNM: pT1la, pNO, pMO. ESTADIO: |

Fig. 23.1. Carcinoma papilar —macrofolicular.
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-Resultados-

F4 CWESALATCTCGATGGS

Az 4%
T: 96%

Fig. 23.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 4%).

Descripcidn: Se trata de una lesion atipica nuclear con rasgos macrofoliculares.
Dentro de un area de aspecto adenomatoso. El tamafio es menor de 1cm., esta
encapsulado, y el estadio es I. El resultado de la secuenciacion es de 4%, por lo que

se considera no mutado.
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-Resultados-

CASO N°: 24 N° DE BIOPSIA: 12 B 17072 NHC: 168168 F/N: 29/04/1958

F/I: 27/12/2012 EDAD: 55 afios SEXO: Mujer. ANTECEDENTES PERSONALES:

Sin interés. Lobectomia tiroidea izquierda en 1999 por bocio.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar encapsulado variante folicular de células

de Hirtle. TAMANO TUMORAL: 12 x 12 cm.
EXTENSION: Encapsulado.
METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No. RECIDIVAS: No.

TNM: pT1b, pNO, pMO. ESTADIO: I.

Fig. 24.1. Carcinoma papilar oxifilico.
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-Resultados-

A4 GWGESAAATCTCGATGS

Fig. 24.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 7%).

Descripcién: Se trata de una lesion oxifilica con rasgos nucleares de carcinoma
papilar. Encapsulado, incidental sin fibrosis ni esclerosis y sin pink, muestra un

porcentaje de mutacion del 7%, siendo negativo.
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-Resultados-

CASO N°: 25 N° DE BIOPSIA: 12 B 17447 NHC: 535783 F/N: 28/03/1978

F/1: 10/01/2013 EDAD: 35 afios SEXO: Mujer ANTECEDENTES PERSONALES:
Riesgo cardiovascular moderado, madre con enfermedad de tiroides. Obesidad.

Asma bronquial. Procedente de Fuerteventura.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar tipo clasico, encapsulado en LTI. LTD

normal. TAMANO TUMORAL: 3 x 2'7 cm.

EXTENSION: No extratiroidea. METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA:

No.

RECIDIVAS: No (vive sana en 2013) TNM: pT2, pNO, pMO0. ESTADIO: I.

Fig. 25.1. Carcinoma papilar clasico.
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-Resultados-

B CWGAAATCTCGATGS

Fig. 25.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 30%).

Descripcidn: Se trata de un tumor papilar clasico que aunque tiene un estadio |
presenta un tamafio pT2. Presenta pink atipia leve, con atipia nuclear, tendente a
columnar. Carece de esclerosis pero muestra fibrosis intersticial. Presenta una
mutacion del (30%). Lo mas caracteristico son los signos de infiltracion de la capsula

tumoral y glandular.
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-Resultados-

CASO N°: 26 N° DE BIOPSIA: 13 B 156 NHC: 550857 F/N: 14/02/1957

F/1: 24/01/2013 EDAD: 56 afios SEXO: Varon. ANTECEDENTES PERSONALES:
HTA, sindrome prostatico, depresion. Hepatomegalia esteatésica con dos LOES que

pueden corresponder a hemangiomas.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar variante folicular en LTD.

TAMANO TUMORAL: 11 x 1cm.

EXTENSION: Bordes quirtrgicos libres. Lobectomia izquierda sin alteraciones.
METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No. RECIDIVAS: No.

TNM: pT1a, pNO, pMO. ESTADIO: I.

Fig. 26.1. Carcinoma papilar variante folicular.
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-Resultados-

A6 CWGESAAATCTCGATGS

Fig. 26.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 4%).

Descripcién: Se trata de un tumor incidental subcapsular con atipia nuclear leve,
aunque muestra seudoinclusiones, irregularidad de los nucleos e inclusiones
verdaderas en bastantes células. Lo mas llamativo es su disposicion subcapsular. No

se encuentra mutado.
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-Resultados-

CASO N°: 27 N°DE BIOPSIA: 13 B 6971 NHC: 250427 F/N: 27/01/1956

F/I: 10/06/2013 EDAD: 57 afios SEXO: Mujer.

ANTECEDENTES PERSONALES: HTA, ansiedad, hernia discal y vértigos.
TIPO HISTOLOGICO: Microcarcinoma papilar atipico de tipo incidental u oculto.
TAMANO TUMORAL: 0'2 x 0°'2 cm.

EXTENSION: Intraparenquimatoso.

METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No.

RECIDIVAS: No. TNM: pT1a, pNO, pMO. ESTADIO: 1.
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Fig. 27.1. Carcinoma papilar incidental en bocio coloide.
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Fig. 27.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 3%).
Descripcidn: Se trata de una lesion incidental dentro de un bocio coloide. Muestra

atipi

a nuclear moderada. No se encuentra mutado.
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-Resultados-

CASO N°: 28 N° DE BIOPSIA: 13 B 7563 NHC: 176270 F/N: 31/03/1969
F/l: 31/05/2013 EDAD: 44 afios SEXO: Mujer
ANTECEDENTES PERSONALES: HTA, hiperlipidemia. Bocio multinodular.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar variante folicular en LTI. En LTD:

carcinoma papilar en seis lesiones distintas intraparengquimatosas.
TAMARNO TUMORAL: 1’1 x 1 cm. EXTENSION: Bordes quirtrgicos libres.
METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No. RECIDIVAS: No.

TNM: pT1la, pNO, pMO. ESTADIO: |I.

Fig. 28.1. Carcinoma papilar variante folicular, zona papilar.
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-Resultados-

Al GWEALATCTCGATGES

Fig. 28.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 23%).

Descripcidn: Se trata de un carcinoma papilar variante folicular con zonas papilares
con menos del 10%. Muestra signos de atipia moderada, no hay esclerosis, pero si
fibrosis, llama la atencién la presencia de seis implantes tumorales. La agresividad de
éste se manifiesta en los multiples implantes. El resultado de la secuenciacion del gen

BRAF es del 23%, por lo que lo consideramos mutado.
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-Resultados-

CASO N°: 29 N° DE BIOPSIA: 13 B 9031 NHC: 126128 F/N: 16/06/1968
F/1: 09/07/2013 EDAD: 45 afios SEXO: Varon.

ANTECEDENTES PERSONALES: Ex ADVP. Bronquiectasias bilaterales.
Tuberculosis laringea y pulmonar diagnosticada en 2012 y tratada. Carcinoma

epidermoide supraglotico, con metéstasis en ganglio linfatico cervical derecho.
TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar variante quistica, en LTD.

TAMARNO TUMORAL: 04 x 0’5 cm.

EXTENSION: Intraparenquimatoso (tiroidectomia total).

METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: Si (ganglio linfatico cervical

derecho positivo). RECIDIVAS: No. TNM: pT1a, pN1, pM0. ESTADIO: I.

Fig. 29.1. Carcinoma papilar clasico — quistico.
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-Resultados-

BS GWGSAAATCTCGATGS
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Fig. 29.2. Representacién gréafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 5%)

Descripcién: Se trata de un caso excepcional que debuta con metéstasis ganglionar

linfatica cervical. Se practico posterior tiroidectomia total, detectdndose esta lesion

incidental de 0,5cm. EIl tumor tiene aspecto clasico-quistico subcapsular, muestra

atipia nuclear, rasgos infiltrantes y fibrosis. Carece de mutacion.
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-Resultados-

CASO N°: 30 N° DE BIOPSIA: 13 B 9428 NHC: 343387 F/N: 31/01/1966

F/I: 13/07/2013 EDAD: 47 afios SEXO: Mujer. ANTECEDENTES PERSONALES:

Sin interés. TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar (microcarcinoma) en LTD.
TAMANO TUMORAL: 0'7 cm de didmetro

EXTENSION: Intraparenquimatoso.

METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No.

RECIDIVAS: No. TNM: pT1a, pNO, pMO. ESTADIO: I.

Fig. 30.1. Microcarcinoma papilar con esclerosis.
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-Resultados-

A3 GWGSALMATCTCGATGS

Fig. 30.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 11%).

Descripcidn: Se trata de un microcarcinoma incidental papilar, ubicado
subcapsularmente y con abundante esclerosis desmoplasica, infiltra periféricamente
alcanzando la capsula glandular sin rebasarla. Tiene atipia nuclear e infiltra bordes. A
pesar de su pequefio tamafio, infiltra capsula, y tiene caracteristicas atipicas. El

resultado de la mutacion BRAF es positivo, mutado en un 11%.
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-Resultados-

CASO N°: 31 N° DE BIOPSIA: 05 B 4916 NHC: 349048 F/N: 30/04/1974

F/1: 10/05/2005 EDAD: 30 afios SEXO: Mujer ANTECEDENTES PERSONALES:
Sin interés

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar clasico con cuerpos de psammoma y

patron multicéntrico TAMANO TUMORAL: 1°2 x 1°2 cm.

EXTENSION: No rebasa capsula ni parénquima muscular externo de I6bulo
izquierdo. METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: Metastasis ganglionar

linfatica en tres adenopatias en l6bulo izquierdo.

RECIDIVAS: No TNM: T1b, pN1, pMO. ESTADIO: |

Fig. 31.1. Carcinoma papilar clasico con cuerpos de psammoma.
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Fig. 31.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 3%).

Descripcién: Se trata de un carcinoma papilar clasico con atipia nuclear, cuerpos de
psammoma y disposicién multicéntrica. Muestra infiltracion periférica y fibrosis tumoral.
Esta encapsulado aunque infiltra dicha capsula. A pesar de estas caracteristicas la

neoplasia no presenta BRAF mutado.
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-Resultados-

CASO N°: 32 N° DE BIOPSIA: 05 B 11359 NHC: 351909 F/N: 14/04/1968

F/l: 06/10/2005 EDAD: 37 afios SEXO: Mujer ANTECEDENTES PERSONALES:
Sin interés. TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar infiltrante. TAMANO
TUMORAL: 3 x 2’5 x 1’5 cm. EXTENSION: Lobulo tiroideo izquierdo, infiltra capsula
y tejido adiposo conjuntivo y muscular estriado vecino. Infiltracion perineural. Foco
en lébulo tiroideo derecho de 0’2 cm que no alcanza capsula. METASTASIS
GANGLIONARES/A DISTANCIA: En vaciamiento, siete ganglios positivos de 54
aislados en 2005. En 2006 tres ganglios linfaticos positivos a nivel cervico-
mediastinico y mediastinico. En 2008 de nuevo metastasis ganglionares que se
extirparon. RECIDIVAS: Lesiones dudosas en PET-TAC en pulmén derecho e
izquierdo en 2007, 2008 y 2010. En 2012 se realiza un nuevo PET-TAC con lesion
en segmento anteroapical de LSD sugestivo de metastasis pulmonar y adenopatias
hipermetabdlicas en mediastino. Se decidié nuevo tratamiento con 131-l. Post-
tratamiento RCT negativo. Actitud conservadora desde marzo de 2014. TNM: pT3,

pN1, pM1. ESTADIO: II.
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Fig. 32.1. Carcinoma papilar infiltrante y esclerosante.
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-Resultados-

AT SV ESASATCTCGEATE S

Fig. 32.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 31%).

Descripcidn: Se trata de un carcinoma papilar infiltrante que rebasa la capsula
glandular y tejidos blandos cervicales. Muestra invasién ganglionar linfatica cervical
con recidivas ganglionares mediastinicas dos afios después. Siete afios después
muestra metastasis pulmonares detectadas por PET-TAC. Su TNM es: pT3, pN1b,
pM1. Su mala evolucidn coincide con una mutacién de 31%. Tiene esclerosis con
desmoplasia, atipia nuclear, infiltracion de bordes, recidivas y en estadio es Il TNM.

Tiene pink atipia.
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-Resultados-

CASO N°: 33 N° DE BIOPSIA: 05 B 13826 NHC: 40796 F/N: 26/11/1959

F/I: 16/12/2005 EDAD: 46 afios SEXO: Mujer ANTECEDENTES PERSONALES:
Adenocarcinoma parotideo izquierdo en la infancia, tratado con cirugia y

radioterapia externa. Bocio nodular tiroideo.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar, variante esclerosante, no encapsulado.
TAMARNO TUMORAL: 1'1 x 0’9 x 1’5 cm. EXTENSION: No infiltra ni rebasa capsula.
METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No.

RECIDIVAS: En 2006, lobectomia derecha con implante de carcinoma papilar de
0’7 x 0’5 cm que no alcanza borde capsular ganglionar externo. Hasta 2013

controles negativos. TNM: pT1b, pNO, pMO. ESTADIO: I.

Fig. 33.1. Carcinoma papilar esclerosante.
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-Resultados-

Ad CWESALATCTCGATGES

Fig. 33.2. Representacion grafica porcentaje mutacién BRAF (T/A: 24%)

Descripcidn: Se trata de un carcinoma papilar subcapsular y esclerosante con atipia
nuclear, pink atipia e infiltracion. Un afio después en la lobectomia contralateral se

hallé un implante de 0,7 x 0,5 cm. Muestra una mutacion del 24%.
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-Resultados-

CASO N°: 34 N° DE BIOPSIA: 05 B 14094 NHC: 21270 F/N: 05/02/1971

F/1: 26/12/2005 EDAD: 34 afios SEXO: Varon ANTECEDENTES PERSONALES:
Osteomielitis en la infancia. Escoliosis TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar

variante macrofolicular. TAMANO TUMORAL: 4’5 x 3'7 x 3 cm.

EXTENSION: Infiltra I6bulo derecho, parte de istmo y nddulo retro lobular derecho,
de dudoso origen adenopatico. Infiltra capsula glandular en diferentes zonas sin
llegar a rebasarla por completo. METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA:

No

RECIDIVAS: No TNM: pT3, pNO, pM0O. ESTADIO: | (menor de 45 afos).

Fig. 34.1. Carcinoma papilar macrofolicular.
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Fig. 34.2. Representacidn grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 3%).

Descripcidn: Se trata de un carcinoma papilar macrofolicular de 4,5 x 3,7 cm. Muestra
signos infiltrantes periféricos sin rebasar la capsula glandular. Presenta nlcleos

atipicos siendo negativa la esclerosis y la pink atipia. No se encuentra mutado
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-Resultados-

CASO N°: 35 N° DE BIOPSIA: 06 B 10536 NHC: 370626 F/N: 15/04/1928

F/1: 18/09/2006 EDAD: 78 afios SEXO: Mujer ANTECEDENTES PERSONALES:
HTA, riesgo cardiovascular moderado, obesidad, ACV isquémico. TIPO
HISTOLOGICO: Carcinoma papilar variante folicular. TAMANO TUMORAL: 6 x 5 x

3 cm. Ocupa la totalidad del I6bulo tiroideo derecho.
EXTENSION: Infiltra capsula, tejido muscular cervical y cartilago laringeo.

METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: Adenopatia cervical positiva en

2006, en 2008 cuatro nddulos cervicales derechos positivos para carcinoma papilar.

RECIDIVAS: Metastasis pulmonares en 2011. En 2012 se realiza gammagrafia para
descartar metastasis 6seas, siendo ésta negativa. Vive en 2014. TNM: pT4a, pN1,

pM1. ESTADIO: IVC.

Fig. 35.1. Carcinoma papilar variante folicular.

125




-Resultados-
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Fig. 35.2. Representacién grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 3%).

Descripcidn: Se trata de carcinoma papilar variante folicular con focos papilares en
una extension menor del 10%. Muestra atipia nuclear evidente y pink atipia focal y
leve. Infiltra bordes y tiene fibrosis marcada con escasa desmoplasia. Llaman la
atencion las figuras de mitosis, asi como el tamafio tumoral, la invasion de tejidos
blandos y la laringe. Presenta adenopatias positivas ganglionares linfaticas, asi como

metastasis pulmonares hace cuatro afios. Siendo su estadio TNM: IVC. No esta

mutado.
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-Resultados-

CASO N°: 36 N° DE BIOPSIA: 06 B 10964 NHC: 264487 F/N: 13/05/1930 F/I:

02/10/2006

EDAD: 76 afios SEXO: Mujer ANTECEDENTES PERSONALES: Mieloma multiple en
tratamiento con poliquimioterapia. Plaquetopenia. Enfermedad de Crohn. Enfermedad de
Parkinson. TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar macrofolicular, quistico y

encapsulado. TAMANO TUMORAL: 3 x 1’5 cm

EXTENSION: Céapsula infiltrada con implantes periféricos que no afectan la capsula

tiroidea glandular. METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No. Exitus en 2007.

RECIDIVAS: No. TNM: pT2, pNO, pMO. ESTADIO: I

Fig. 36.1. Carcinoma papilar macrofolicular.
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-Resultados-

A7 GWGAAATCTCGATGGS

Fig. 36.2. Representacion grafica porcentaje mutacién BRAF (T/A: 3%).

Descripcidn: Se trata de un carcinoma papilar variante macrofolicular con atipia

nuclear e infiltracion de bordes tumorales. No muestra pink atipia y llama la atencién

del tamafo del tumor siendo este de 3 x 1,5cm. No esta mutado.
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-Resultados-

CASO N°: 37 N° DE BIOPSIA: 06 B 11590 NHC: 253493 F/N: 13/11/1965

F/I: 18/10/2006 EDAD: 40 afios SEXO: Mujer ANTECEDENTES PERSONALES:

HTA esencial.
TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar quistico y macrofolicular.
TAMANO TUMORAL: 4 x 2’5 cm.

EXTENSION: Localizado en l6bulo tiroideo izquierdo, sin alcanzar la capsula, dos

implantes en I6bulo tiroideo derecho.
METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No. RECIDIVAS: No.

TNM: pT3, pNO, pMO. ESTADIO: il

Fig. 37.1. Carcinoma papilar macrofolicular
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Fig. 37.2. Representacion grafica porcentaje mutacién BRAF (T/A: 18%).

Descripcién: Se trata de un carcinoma papilar variante macrofolicular y quistico con
infiltracién tumoral e implantes tumorales contralateral. Presenta atipia nuclear y
fibrosis. Llama la atencién el tamarfio del tumor 4 x 2,5cm. Siendo su estadio TNM IlI.
Se encuentra mutado, siendo su rasgo mas caracteristico la atipia nuclear, la

infiltracion y el tamafio.
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-Resultados-

CASO N°: 38 N° DE BIOPSIA: 07 B 3195 NHC: 178703 F/N: 26/01/1953

F/1: 18/04/2007 EDAD: 54 ailos SEXO: Mujer ANTECEDENTES PERSONALES:

Histerectomia. Bocio multinodular.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar de tiroides variante clasica.

TAMARNO TUMORAL: 1’5 x 1 cm.

EXTENSION: Focos multicéntricos, contacta e infiltra capsula externa glandular.

METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: Metastasis en cinco adenopatias,
la mayor de 1’5 x 0’5 cm. Y la menor de 0’2 x 0’2 cm. Metastasis ganglionares en

2011, y 2012.RECIDIVAS: Si, en lecho tiroideo en 2012. Vive en 2014.

TNM: pT2, pN1, pMO. ESTADIO: IIl.

Fig. 38.1. Carcinoma papilar clasico.
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-Resultados-

Ad GWGSAARTCTCGATGS

Fig. 38.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 17%).

Descripcién: Se trata de un carcinoma papilar clasico y quistico, que presenta una
mutacion del 17%. Presenta una marcada multricentricidad y fibrosis. Muestra atipia
nuclear marcada y la pink atipia esta ausente. Tiene metastasis regionales linfaticas y

una recidiva cinco afios después. Su estadio TNM es Il
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-Resultados-

CASO N°: 39 N° DE BIOPSIA: 07 B 6045 NHC: 179808 F/N: 12/12/1964

F/1: 22/06/2007 EDAD: 42 afios SEXO: Mujer ANTECEDENTES PERSONALES:
Sin interés. TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar de células de Hiirthle, variante

quistica y encapsulado. TAMANO TUMORAL: 2’1 x 2 x 1°8 cm.

EXTENSION: Lébulo tiroideo derecho, sin alcanzar capsula ni margenes de
reseccion. En I6bulo tiroideo izquierdo, en segunda intervencion, hay un carcinoma
papilar de células de Hurthle que mide 0’7 x 0’5 cm que si infiltra la capsula y

margenes de reseccion. METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No.

RECIDIVAS: Si. TNM: pT3, pNO, pM0. ESTADIO: III.

Fig. 39.1. Carcinoma papilar de células oxifilicas.
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Fig. 39.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 3%).

Descripcién: Se trata de un carcinoma papilar de células de Hurthle, carece de

esclerosis, los nucleos son levemente atipicos y existe fibrosis. Esta encapsulado. No

esta mutado.
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-Resultados-

CASO: 40 N° DE BIOPSIA: 07 B 10279 NHC: 115554 F/N: 01/04/1940

F/1: 13/09/2007 EDAD: 67 afios SEXO: Mujer ANTECEDENTES PERSONALES:
LNH en tratamiento. Legrado uterino. TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar de
células de Hiirthle con zonas de variante folicular. TAMANO TUMORAL: 2 x 1°8

cm.

EXTENSION: En lébulo izquierdo, sin infiltrar capsula. Implante en LTD no

infiltrando capsula. METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No.
RECIDIVAS: Si en 2008, recidiva en lecho tiroideo residual. Nov- 2013 sigue viva.

TNM: pT1b, pNO, pMO. ESTADIO: I.

Fig. 40.1. Carcinoma papilar oxifilico.
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-Resultados-
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Fig. 40.2. Representacion grafica porcentaje mutacién BRAF (T/A: 18%).

Descripcién: Se trata de un carcinoma papilar oxifilico, encapsulado, con un tamafio
de 2,8 x 1,8 cm. Se encuentra mutado en un porcentaje del 18%. La atipia nuclear es
leve pero si presenta pink atipia. El tumor presenta rasgos de fibrosis y tiene bordes

tumorales infiltrados.
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-Resultados-

CASO N°: 41 N° DE BIOPSIA: 07 B 11419 NHC: 423159 F/N: 08/01/1959

F/I: 09/10/2007 EDAD: 48 afios SEXO: Hombre ANTECEDENTES PERSONALES:

Bocio multinodular. DMNID en tratamiento con ADO. Enfermedad de Graves.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar variante células altas, con zonas

esclerosantes. TAMANO TUMORAL: 4 x 3’5 x 3 cm.

EXTENSION: En l6bulo derecho, infiltra parénquima tiroideo vecino, capsula externa
y ocupa tejidos blandos periféricos, incluido el musculo estriado. Implante en I6bulo

tiroideo izquierdo. METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No.

RECIDIVAS: No. TNM: pT3, pNO, pM0O. ESTADIO: III.

Fig. 41.1. Carcinoma papilar de células altas y esclerosante.
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-Resultados-
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Fig. 41.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 42%).

Descripcién: Se trata de un carcinoma papilar de células altas con esclerosis, atipia
nuclear e infiltracién de los limites tumorales y bordes quirdrgicos. Tiene un estadio
TNM IIl y un tamafio de 4 x 3,5 cm. Tiene pink atipia y se encuentra mutado en un

42%.
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-Resultados-

CASO N°: 42 N°DE BIOPSIA: 07 B 14584 NHC: 356188 F/N: 31/01/1934

F/I: 21/12/2007 EDAD: 73 afios SEXO: Mujer.

ANTECEDENTES PERSONALES: HTA, hepatitis sin filiar, tuberculosis pulmonar.
TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar de tiroides tipo solido e infiltrante.
TAMANO TUMORAL: 2’5 x 2’5 cm.

EXTENSION: Lébulo derecho, e izquierdo, infiltra capsula, tejidos blandos y

musculo esquelético cervical. Traquea infiltrada.
METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No. RECIDIVAS: No.

TNM: pT3, pNO, pMO. ESTADIO: IIl.

Fig. 42.1. Carcinoma papilar de células altas.
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Fig. 42.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 34%).

Descripcién: Se trata de un carcinoma papilar de células altas con esclerosis y pink

atipia. Infiltra limites del tumor y bordes quirargicos, asi con partes blandas cervicales

y musculo esquelético. Su estadio TNM es lll. Se encuentra mutado en un 34%.
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-Resultados-

CASO N°: 43 N° DE BIOPSIA: 08 B 9081 NHC: 446184 F/N: 18/03/1968

F/1: 30/07/2008 EDAD: 40afios SEXO: Hombre

ANTECEDENTES PERSONALES: Sin interés.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar de tiroides intraquistico.

TAMARNO TUMORAL: 2 cm de diametro mayor.

EXTENSION: Lébulo izquierdo, infiltracion capsula, margenes de reseccion libres.

METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: Metastasis en adenopatia tiro-
timica, y en yugular izquierda. En vaciamiento ganglionar metastasis en cuatro de
treinta ganglios linfaticos aislados. RECIDIVAS: No. TNM: pT1b pN1b, pMO.

ESTADIO: I.

Fig. 43.1. Carcinoma papilar clasico.
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Fig. 43.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 13%).

Descripcién: Se trata de un carcinoma papilar clasico con leve mutacién (13%).
Carece de esclerosis, los nucleos son algo atipicos y muestra infiltracion de los bordes

del tumor. No tiene pink atipia.
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-Resultados-

CASO N°: 44 N° DE BIOPSIA: 08 B 8.226 NHC: 344814 F/N: 28/12/1964
F/1. 24/07/2006 EDAD: 42 afios SEXO: Mujer.

ANTECEDENTES PERSONALES: mamoplastia reductora.

TIPO HISTOLOGICO: Microcarcinoma papilar encapsulado.

TAMANO TUMORAL: 0’9 x 0’5 cm.

EXTENSION: Lébulo izquierdo, margenes de reseccion libres.
METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No. RECIDIVAS: No.

TNM: pT1a, pNO, pMO. ESTADIO: I.

Fig. 44.1. Carcinoma micropapilar.
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-Resultados-
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Fig. 44.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 3%).

Descripcién: Se trata de un carcinoma micropapilar, encapsulado, sin inflitracién de
margenes, con buena evolucion sin recidivas ni metéstasis a distancia. No presenta

mutacion con un porcentaje de la misma del 3%.
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-Resultados-

CASO N°: 45 N° DE BIOPSIA: 09 B 916 NHC: 359231 F/N: 27/12/1960

F/1: 19/02/2009 EDAD: 48 ailos SEXO: Mujer ANTECEDENTES PERSONALES:

Fumadora, resto sin interés.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar nodular y encapsulado. Tipo incidental.
TAMARNO TUMORAL: 1 x 0’7 cm.

EXTENSION: Encapsulado en I6bulo tiroideo derecho. Bordes quirtirgicos libres.
METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No. RECIDIVAS: No.

TNM: pT1la, pNO, pMO. ESTADIO: I.

Fig. 45.1. Microcarcinoma papilar.
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Fig. 45.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 7%).

Descripcién: Se trata de un carcinoma papilar microcarcinoma incidental,

encapsulado. No estd mutado. La atipia nuclear es leve.
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-Resultados-

CASO N°: 46 N° DE BIOPSIA: 09 B 3064 NHC: 269613 F/N: 10/11/1965

F/1: 26/03/2009 EDAD: 43 afios SEXO: Mujer ANTECEDENTES PERSONALES:
Hidrocefalia. Doble anexectomia. Intervenida de hernia hiatal, apendicectomia.
Fumadora. TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar de tiroides incidental e

infiltrante. TAMANO TUMORAL: 0’8 x 0’7cm.

EXTENSION: Lébulo izquierdo, con implante tumoral de 0’6 x 0’5 cm en el mismo
I6bulo. Bordes quirtrgicos libres. METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA:

No. RECIDIVAS: No. TNM: pT1la, pNO, pMO. ESTADIO: I.

Fig. 46.1. Microcarcinoma papilar.
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Bl CWCESAAATCTCGATGES

A L4k
T: B6%

Fig. 46.2. Representacion grafica porcentaje mutacién BRAF (T/A: 14%).

Descripcidn: Se trata de un microcarcinoma incidental con un microimplante
contralateral. Los nUcleos atipicos y carece de esclerosis, esta bien delimitado e infiltra
levemente los limites del tumor. Su estadio es |. Presenta fibrosis y no tiene pink atipia.

Aparece mutado en un (14%).
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-Resultados-

CASO N°: 47 N° DE BIOPSIA: 09 B 7743 NHC: 201114 F/N: 23/01/1942
F/I: 10/07/2009 EDAD: 67 aiflos SEXO: Mujer

ANTECEDENTES PERSONALES: Meningioma benigno, polipos intestinales, HTA.

Colelitiasis. Obesidad.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar de tiroides tipo oculto e incidental.
TAMARNO TUMORAL: 0’5 x 0’4 cm.

EXTENSION: Lébulo tiroideo izquierdo, capsula y bordes quirdrgicos libres.
METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No. RECIDIVAS: No.

TNM: pTla, pNO, pMO. ESTADIO: I.

Fig. 47.1. Microcarcinoma papilar con cuerpos de psammoma.
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Fig. 47.2. Representacion gréafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 18%)

Descripcidn: Se trata de un microcarcinoma papilar incidental y oculto con tendencia
a quistico, con rasgos quisticos. Esta encapsulado, la atipia huclear es escasa aunque
tiene seudoinclusiones, no infiltra bordes, aunque se detecta cierta pink atipia, asi

como cuerpos de psammoma. Se encuentra mutado en un (18%).
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-Resultados-

CASO N°: 48 N° DE BIOPSIA: 09 B 13121 NHC: 485214 F/N: 22/10/1958
F/1: 30/10/2009 EDAD: 51 afios SEXO: Mujer

ANTECEDENTES PERSONALES: Sin interés. TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma

papilar variante clasica.
TAMANO TUMORAL: 5 x 4’5 cm.

EXTENSION: Localizado en l6bulo tiroideo derecho, afecta bordes quirtirgicos, y
tejidos blandos cervicales. Lébulo tiroideo izquierdo con implante tumoral de 0’4 x
0’3 cm. METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: Metéstasis ganglionar en

una adenopatia laterocervical izquierda.

RECIDIVAS: En 2011, masa en cartilago cricoides hasta traquea positiva, en 2011.
Radioterapia en 2012, actualmente en tratamiento paliativo. TNM: pT4a, pN1b,

pMO. ESTADIO: IVA.

Fig. 48.1. Carcinoma papilar de células altas con zonas de patrén columnar.
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Fig. 48.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 35%).

Descripcién: Se trata de un carcinoma papilar clasico con aspecto histolégico de
células altas y abundante zona de aspecto columnar. Muestra esclerosis, marcada
atipia nuclear, infiltra bordes del tumor y bordes quirtrgicos. Muestra un
comportamiento agresivo con recidivas e infiltracion en la trAquea después de dos
afos de la intervencion. Tiene un estadio VA, asi como pink atipia. Aparece mutado

en un (35%).
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-Resultados-

CASO N°: 49 N° DE BIOPSIA: 09 B 14583 NHC: 481440 F/N: 26/02/1941

F/l: 23/11/2009 EDAD: 68 afios. SEXO: Mujer ANTECEDENTES PERSONALES:
Amigdalectomia, histerectomia total en 1997. TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma

papilar de tiroides variante clasica. TAMANO TUMORAL: 1’8 x 1 cm.
EXTENSION: Oculto. Sin infiltracion capsular.

METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: Si, adenopatias positivas y masa

mediastinica compatible con metastasis de carcinoma. Metastasis pulmonares.

RECIDIVAS: No.TNM: pT1la, pN1b, pM1. ESTADIO: IVC.

Fig. 49.1. Carcinoma papilar clasico con rasgos de células altas.
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-Resultados-
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Fig. 49.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 31%).

Descripcién: Se trata de un carcinoma papilar clasico con rasgos de células altas. Es
un paciente mayor y ademas presenta abundantes signos de agresividad como
esclerosis, nucleos atipicos, infiltracién de los bordes, metastasis a distancia y
disposicién subcapsular, asi con pink atipia. Aparece mutado en un (31%), siendo su

estadio IVC.
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-Resultados-

CASO N°: 50 N°DE BIOPSIA: 10 B 9319 NHC: 3276034 F/N: 06/05/1998

F/1: 05/08/2010 EDAD: 12 afios. SEXO: Mujer. ANTECEDENTES PERSONALES:

Sin interés. TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar tipo cribiforme-morular.
TAMANO TUMORAL: 1°3 x 0’8 cm.

EXTENSION: En istmo tiroideo y en lébulo izquierdo. Infiltra capsula, sin
sobrepasarla. METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: Metastasis

ganglionar en compartimentos derecho e izquierdo.

RECIDIVAS: No.TNM: pT1b, pN1b, pMO. ESTADIO: I.

Fig. 50.1. Carcinoma papilar tipo cribiforme-morular.
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-Resultados-
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Fig. 50.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 2%).

Descripcidn: Se trata de un carcinoma papilar de tipo sélido, cribiforme, con focos de
aspecto morular. Presenta esclerosis, los nucleos son algo atipicos, estando presente
la pink atipia. La lesion infiltra a los bordes del tumor y bordes quirtrgicos. Muestra un

porcentaje de mutacion del (2%) siendo el mas bajo de nuestra estadistica
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-Resultados-

CASO N°: 51 N° DE BIOPSIA: 05 B 10498 NHC: 119079 F/N: 07/06/1931
F/1: 17/09/2005 EDAD: 74 afios. SEXO: Mujer.
ANTECEDENTES PERSONALES: DMID, nefropatia crénica estadio Ill. HTA.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar de patron folicular (56) y otro foco en

I6bulo izquierdo con células de Hurthle (56B).
TAMARNO TUMORAL: 1,5 x 1,5 cm en I6bulo derecho y 0’7 cm en el izquierdo.
EXTENSION: No encapsulados, con extension extraglandular muy focal.

METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No. RECIDIVAS: No. Exitus en

2012. TNM: pT1b, pNO, pMO. ESTADIO: I.

Fig. 51.1. Carcinoma papilar variante folicular.
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-Resultados-

B3 GWGAAATCTCGATGS

Fig. 51.2. Representacion grafica porcentaje mutacién BRAF (T/A: 4%).

Descripcidn: Se trata de un carcinoma papilar variante folicular, con atipia nuclear
moderada, fibrosis y ausencia de esclerosis. Se rodea de una fina capsula y el tumor
respeta los limites periféricos y los bordes quirdrgicos. Su estadio es |, siendo la

mutacion del (4%).
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-Resultados-

CASO N°: 52 N° DE BIOPSIA: 06 B 11838 NHC: 371249 F/N: 27/11/1957
F/I: 18/10/2006 EDAD: 49 afos. SEXO: Mujer.
ANTECEDENTES PERSONALES: Bronquitis asmatica. Sin interés.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar tipo encapsulado. TAMANO TUMORAL:

1'2x 0’8 cm.

EXTENSION: Localizado en l6bulo derecho. Infiltra localmente el tejido tiroideo

vecino y capsula externa glandular, sin llegar a rebasarla.
METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No. RECIDIVAS: No.

TNM: pT1b, pNO, pMO. ESTADIO: I.

Fig. 52.1. Carcinoma papilar de células altas.
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Fig. 52.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 26%).

Descripcidn: Se trata de un carcinoma papilar de células altas, con una mutacién del
(26%) y rasgos agresivos como atipia nuclear, infiltracién de limites tumorales, fibrosis

y pink atipia, estando ausente la esclerosis. Sin embargo su estadio es |.
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-Resultados-

CASO N°: 53 N° DE BIOPSIA: 08 B 4311 NHC: 274691 F/N: 04/11/1966
F/1: 02/05/2008 EDAD: 42 aiios SEXO: Mujer

ANTECEDENTES PERSONALES: Operada de hernia umbilical en 2007. Operada

de mioma uterino en 2000. Amigdalectomizada en 1985. HTA en tratamiento.
TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar nodular y encapsulado.
TAMANO TUMORAL: 4’3 x 4 cm.

EXTENSION: Lébulo tiroideo izquierdo, con implante en el mismo I6bulo. No afecta

capsula. METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No.

RECIDIVAS: No. TNM: pT4a, pNO, pMO. ESTADIO: |

Fig. 53.1. Carcinoma papilar clasico.
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Fig. 53.2. Representacion grafica porcentaje mutaciéon BRAF (T/A: 39%).

Descripcidn: Se trata de un carcinoma papilar clasico encapsulado, con implantes
tumorales, muestra atipia nuclear, sin pink atipa, siendo su tamafio importante. Sin

embargo si estadio es |. A pesar de todo, su mutacion es alta (39%).
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-Resultados-

CASO N°: 54 N° DE BIOPSIA: 08 B 11756 NHC: 409646 F/N: 16/12/1934
F/1: 30/10/2008 EDAD: 74 afios SEXO: Mujer

ANTECEDENTES PERSONALES: HTA, insuficiencia renal en estadio IV

diagnosticada en 2006, mioma uterino.
TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar tipo clasico.
TAMARNO TUMORAL: 2’5 x 2 cm.

EXTENSION: Implante en mismo I6bulo de 1 x 1 cm, infiltra la capsula glandular y
tejidos blandos, estando libres los bordes quirdrgicos de reseccion. Lobectomia

derecha con implante de 0’8 x 0’8 cm.

METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No. RECIDIVAS: No, vive sana.

TNM: pT2, pNO, pMO. ESTADIO: 1.

Fig. 54.1. Carcinoma papilar clasico.
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-Resultados-
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Fig. 54.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 12%).

Descripcién: Se trata de un carcinoma papilar de tipo clasico, con encapsulacién, con
infiltracién en los limites del tumor sin alcanzar los bordes quirdargicos y con implante
tumoral. Presenta atipia nuclear con pink atipia, fibrosis sin esclerosis. Su tamafio es
de 2,5 x 2 cm, siendo su estadio Il. Su porcentaje de mutacion es del (12%), de

comportamiento moderadamente agresivo.
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-Resultados-

CASO Ne°: 55 N° DE BIOPSIA: 07 B 10537 NHC: 237227 F/N: 16/12/1968
F/I: 21/09/2007 EDAD: 39 afios SEXO: Mujer

ANTECEDENTES PERSONALES: No alergias, sin interés.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar variante folicular y multicéntrico.
TAMARNO TUMORAL: Lesiones que oscilan entre 1’5y 0’7 cm. Mltiples.

EXTENSION: Lobulo tiroideo izquierdo, sin alcanzar la capsula. Tiroidectomia

derecha negativa. METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No.

RECIDIVAS: No. TNM: pT2, pNO, pMO. ESTADIO: I.

Fig. 55.1. Carcinoma papilar variante folicular.
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Fig. 55.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 3%).

Descripcidn: Se trata de un carcinoma papilar variante folicular, en parte encapsulado
que tiene atipia moderada, estando libres los limites y los bordes quirlrgicos. Llama la

atencién su multicentricidad. A pesar de lo cual su porcentaje de mutacién es del (3%).
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-Resultados-

CASO N°: 56 N° DE BIOPSIA: 08 B 10031 NHC: 289230 F/N: 11/04/1955
F/I: 09/09/2008 EDAD: 53 afios. SEXO: Mujer

ANTECEDENTES PERSONALES: No alergias conocidas. Asma. HTA. Insuficiencia

venosa cronica.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar células altas. TAMANO TUMORAL: 1 x
0’9 cm. EXTENSION: Infiltra la capsula tiroidea sobrepasandola. Lobulo derecho
con implante de carcinoma papilar que no alcanza margen de reseccion y mide 1’7 x

1’5 cm. METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No. RECIDIVAS: No.

TNM: pT4a, pNO, pMO. ESTADIO: IVA.

Fig. 56.1. Carcinoma papilar células altas.
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Fig. 56.2. Representacion grafica porcentaje mutacién BRAF (T/A: 13%).

Descripcién: Se trata de un carcinoma papilar de células altas con un (13%) de
mutacion. Sin embargo muestra signos de agresividad como esclerosis, nucleos
atipicos, bordes tumorales y quirlrgicos infiltrados. Ademas presenta implantes
contralaterales y un estadio IVA. Se trata de un tumor agresivo con discreto compone
oxifilico e infiltrado inflamatorio crénico intratumoral que le da cierto matiz Warthin-like.

El tumor coexiste con una tiroiditis crénica inespecifica.

168



-Resultados-

CASO N°: 57 N° DE BIOPSIA: 09 B 1699 NHC: 233333 F/N: 20/08/1944
F/1: 09/03/2009 EDAD: 65 afios SEXO: Mujer

ANTECEDENTES PERSONALES: DMNID en tratamiento con ADO. Nefrectomia

por tbc. Absceso pancreatico intervenido.
TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar de tiroides de tipo clasico y esclerosante.

TAMARNO TUMORAL: 0’8 x 0°’7 cm. EXTENSION: En I6bulo derecho. Capsula libre

y margenes quirurgicos libres. METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No.

RECIDIVAS: No. TNM: pT1a, pNO, pMO. ESTADIO: 1.

Fig. 57.1. Carcinoma papilar clasico.
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Fig. 57.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 16%).

Descripcidn: Se trata de un carcinoma papilar clasico de pequefio tamafio, de rasgos
incidentales, que presenta esclerosis, atipia nuclear, infiltracién de los limites del tumor
y una disposicion subcapsular. Su patrén de crecimiento es moderado, siendo el

porcentaje de mutacion del (16%).
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-Resultados-

CASO N°: 58 N° DE BIOPSIA: 09 B 4731 NHC: 3362952 F/N: 03/04/1962
F/1: 05/05/2009 EDAD: 47 afios SEXO: Mujer
ANTECEDENTES PERSONALES: Sin interés. Apendicectomizada. Herniorrafia.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar en nédulo Gnico, no encapsulado e

infiltrante. TAMANO TUMORAL: 1’5 x 1 cm.

EXTENSION: Infiltra capsula glandular y dos implantes tumorales en l6bulo

izquierdo.
METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No. RECIDIVAS: No.

TNM: pT1b, pNO, pMO. ESTADIO: I.

Fig. 58.1. Carcinoma papilar clasico.
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Fig. 58.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 11%).

Descripcidn: Se trata de un carcinoma papilar clasico, subcapsular, con rasgos de
Warthin-like al estar en un contexto de tiroiditis cronica y linfocitica. Ademas muestra
esclerosis, atipia nuclear e infiltracion de los limites del tumor y quirdrgicos asi como,

pink atipia positiva. Es un tumor de agresividad evidente con una mutacion del (11%).

172




-Resultados-

CASO N°: 59 N° DE BIOPSIA: 09 B 8371 NHC: 177136 F/N: 01/12/1954

F/I: 10/07/2009 EDAD: 55 afios SEXO: Mujer

ANTECEDENTES PERSONALES: Histerectomia. Proétesis de cadera derecha.

Alergia a AINES.
TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar tipo nodular e infiltrante.
TAMANO TUMORAL: 1 x 0’8 cm.

EXTENSION: Lébulo tiroideo izquierdo. Afecta borde quirtrgico de reseccion.

Implante de 0’3 x 0’3 cm en I6bulo tiroideo derecho.
METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No.

RECIDIVAS: No.TNM: pT1a, pNO, pMO. ESTADIO: 1.
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Fig. 59.1. Carcinoma papilar clasico.
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Fig. 59.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 3%).

Descripcién: Se trata de un carcinoma papilar clasico y esclerosante, con atipia
nuclear, pink atipia, e infiltracion de los limites del tumor. Siendo su estadio I. Su

mutacién es del (3%), mostrando abundante calcificacion distréfica.
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CASO N°: 60 N° DE BIOPSIA: 10 B 5383 NHC: 3340051 F/N: 27/03/1949

F/I: 07/05/2010 EDAD: 61 afios SEXO: Mujer

ANTECEDENTES PERSONALES: HTA. Sin interés.

TIPO HISTOLOGICO: Carcinoma papilar. TAMANO TUMORAL: 2 cm de dimension

méaxima. EXTENSION: Lébulo tiroideo izquierdo, implantes en mismo I6bulo. Infiltra

capsula, tejido adiposo y musculo esquelético.
METASTASIS GANGLIONARES/A DISTANCIA: No. RECIDIVAS: No.

TNM: pT1b, pNO, pMO. ESTADIO: I.

Fig. 60.1. Carcinoma papilar de células altas.
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Fig. 60.2. Representacion grafica porcentaje mutacion BRAF (T/A: 26%).

Descripcidn: Se trata de un carcinoma papilar de células altas, con una mutacién del
(26%), subcapsular y encapsulado, presencia de esclerosis, pink atipia, infiltracion de
limites y bordes quirdrgicos con afectacion del musculo estriado cervical, implantes

tumorales, siendo su estadio IV. Su mutacion coincide con rasgos agresivos.
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4.1 RESULTADOS ESTADISTICOS.

El nimero total de pacientes incluidos en el estudio fue de 60, de los cuales, 33
tuvieron un porcentaje de mutacion BRAF superior al 10% (pacientes positivos) y 27
inferior al 10% (pacientes negativos). En la tabla 1 se resumieron las variables del
estudio en cada uno de estos dos grupos. En el andlisis logistico multivariante, la Gnica
variable seleccionada mediante el algoritmo de enumeracién completa fue la
infiltracion Li (p < .001; OR = 9.062; IC-95% = 2.49; 32.98). En la tabla 2 se muestra el
analisis de la capacidad discriminante de la infiltracion Li para la mutacion BRAF
positiva (% de mutacion > 10%). Este andlisis muestra la sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo y valor predictivo negativo del predictor estimados mediante
intervalos de confianza al 95%. El analisis del porcentaje de mutacion BRAF en escala
continua segun la presencia/ausencia de cada uno de los factores considerados se

resume en la tabla 3y en la figura 1.

Recogemos, por tanto en este apartado, las Resultados basicos de este trabajo y que
se han insertado en la correspondiente base de datos Excel de esta Tesis. Los
distribuiremos en Datos generales, Aspectos morfolégicos y por ultimo Desarrollo y

Evolucion del CPT, para terminar con los resultados Estadisticos por apartados.

El nimero total de pacientes incluidos en este estudio fue de 60, de los cuales 51
casos fueron mujeres (85%) y 9 hombres (15%), siendo la proporcion aproximada de

5/1.

Del total de nuestros casos 33 (55%) se consideraron mutados para BRAF al tener un
porcentaje superior al 10% de A/T, mientras que el resto 27 (45%) se consideraron no
mutados,siguiendo la propuesta de Material y Métodos y de acuerdo con la bibliografia
consultada.
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Por edades (Tabla 1, Resultados analiticos multivariantes), en el grupo no mutado la
mediana de edad fue 55 afios (41;67), mientras que para los mutados fue inferior 48
(42;61), no siendo significativa la comparativa entre los grupos p=0.618. Por otra parte
y como otra variable considerados los pacientes mayores de 45 afios, estimada esta
edad como critica por la OMS para el Cancer de Tiroides, 18 casos carecieron de
mutacién con una media de edad de 66.7 afios y 21 casos estaban mutados con una
media de 63.6 afios. Respecto de la ubicacion intraglandular del CPT tiroideo, se
describe como significativa la disposicion subcapsular del CPT. En nuestra casuistica
un total de 27 casos (45%) presentaron esta ubicacion. De ellos un 54.5 %, es decir 18
casos, se encontraron mutados. No obstante la comparativa de esta disposicion entre

mutados 18 casos y ho mutados 9, no fue significativa con una p=0.100.

4.1 Variable Implante tumoral:
En nuestra estadistica del total de casos 26 (43%), presentaron esta particularidad, de
ellos el 51%, es decir 17 casos mostraron mutacion BRAF positiva, y 9 (33.3%) no
estaban mutados, siendo el contraste entre los dos grupos de esta variable no

significativa con una p=0.157.

4.2 Variable Pink-atipia:
Valorando la relacion de este signo con la mutaciéon BRAF, encontramos que la
presentan un total de 30 casos de 60 (50%), de los cuales 22 (66.7%), estaban
mutados, siendo los no mutados 8 (29.6%). Detalle interesante y que en nuestra

casuistica tuvo un valor significativo p=0.004.

4.3 Variable Cambios Nucleares:
Los nucleos atipicos, de acuerdo a los criterios de la bibliografia consultada, se
hallaron en un total de 43 casos (72%), considerando los restantes 17 casos de CPT

hasta el total de 60, como nucleos con atipia no completa. De los casos con rasgos
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nucleares completos 26 (78.8%) estan relacionados con la mutacién BRAF y 17

(63.3%) no lo estaban, siendo su valor de p=0.176.

4.4 Variable Encapsulacion:
De nuestros casos 34 (57%) la presentaron, de los cuales 17 estaban mutados

(51.7%) y 17 no presentaron la mutacion (63.0%), con una p=0.373 no significativa.

4.5 Variable Fibrosis Tumoral:
La Fibro-esclerosis se da en un 40 de los casos (67%), de los cuales 23 (85.2%) no
estan mutados y 17 (51.7), si lo estaban con una p=0.006, significativa aunque no

independiente.

4.6 Variable Esclerosis-Desmoplasia:
Esta presente en un total de 22 casos (37%), de los cuales 17 (51.7%), estdn mutados
y 5 (18.5%) no lo estan, siendo la p=0.008 significativa. Tamafio y Estadio Tumoral >
I. En tal sentido en nuestra estadistica, 19 casos (32%) tenian un Estadio >1, estando
los restantes 41 (68%) en el Estadio |. Del grupo que hemos considerado, 14 (42.4%)
se relacionan con mutacion positiva y 5 no estaban mutados, con una p=0.048, casi

significativa.

4.7 Variable Infiltracién de los Limites del Tumor:
En nuestra casuistica este signo de la infiltracién del tumor aparece en 41 casos
(68%), de los cuales 29 casos (87.9%) resultaron mutados y 12 (44.4%) no
presentaron la mutacién BRAF, son una p<0.001. Tratandose de una variable
independiente, los valores discriminantes (Tabla 2) para este signos morfoldgico

fueron: Sensibilidad 87.9%, Especificidad 55.6 %, VPP 70.7 % y un VPN de 78.9%.

4.8 Variable Infiltracion de Bordes:
Asi, en nuestros casos se dio esta circunstancia en 26 casos (43%), de éstos 18

(54.5%) y 8 (29.6%) no mutados. Este signo infiltrativo limite marca cierta diferencia
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del comportamiento futuro respecto al prondstico tumoral, siendo responsable de las

recidivas tumorales. Su p=0.053, levemente significativa.

4.9 Variable Recidiva Tumoral:
En nuestro estudio, este dato se dio en 10 casos (16,7%), de ellos en 7 (21.2%) la
mutacion BRAF fue positiva 'y 3 (11.1%) no presentaron dicha mutacién, con una

p=0.488.

4.10 Variable Metastasis Ganglionares linfaticas:
Completa el comportamiento de agresividad del tumor, la presencia de metastasis
ganglionares linfaticas y las metastasis en érganos vecinos como Traquea o a
distancia en el caso del Pulmon. Hemos valorado solamente la presencia de ganglios
linfaticos positivos, independientemente de nimero de ganglios y de las diferentes
zonas cervicales. Nuestra casuistica revel6 17 casos con metastasis ganglionares
linfaticas (28%), de los que 12 mostraron mutacién BRAF positiva (36.4%) y 5 (18.5%)

no la mostraron, con una p=0.127.

4.11 Variable Metastasis a Distancia:
Respecto a las metastasis a distancia la presentaron un total de 6 casos (10%), la

mitad de los cuales estaban mutados, siendo su p=1.

4.12 Variable Pacientes Fallecidos:
De nuestra casuistica en la fecha de finalizacién de la recogida de datos, sé6lo 3
(11.1%) pacientes habian muerto, los tres casos estan dentro de los casos no

mutados.

Por ultimo, otros hallazgos no significativos pero interesantes, a pesar del tamafio
muestral, fueron la asociacién del CPT con Tiroiditis crénica inespecifica tipo
Hashimoto, en un total de 8 casos (13%), de ellos solo 3 aparecia mutados. Por otra

parte, las zonas del CPT con patron papilar que muestra infiltrado inflamatorio crénico
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linfocitario en estroma o también llamada tipo Warthin-like, en diferente intensidad

fueron 4 casos (7%), 2 de ellos mutados.

4.2 RESULTADOS ESTADISTICOS POR TIPO HISTOLOGICO. Tabla de

Contingencia.

La mayoria de las publicaciones revisadas por nosotros y recogidas en la literatura
coinciden en que el porcentaje de mutacion BRAF es superior en algunas variantes
histolégicas de CPT, lo cual puede ser de valor predictivo, antes de conocer la
mutacién. En nuestra estadistica el porcentaje de casos mutados se centra en
determinados tipos histol6gicos (Tabla de contingencia Tipo Histolégico). Nuestra

serie mostroé los siguientes.
Variante de Células Altas.

El CPT de células altas (n=10) 16.7% de los casos, la mutacion BRAF fue positiva en

8, lo que supone un 24.2 % de los casos mutados.
Variante CPT Clésico.

Siguiendo la literatura, es la mas frecuente de las variantes. Hemos detectado un total
de 25 casos (41.7 %). En esta variante por incremento de los tamafios muestrales,
hemos incluido por considerarlas similares a los casos de CPT Encapsulados,
Esclerosantes y los denominados Quisticos. El 57.6 % de ellos estaba mutado (19
casos), lo que supone el porcentaje mayor, mientras que el 22.2 % (6 casos) no lo

estaba.
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Variante CPT Folicular.

Nuestros casos aportan un total de 8 pacientes (11.6%) con esta variante, de los
cuales 7 (25.9%) aparecen no mutados, suponiendo el 25.9% del total de casos no

mutados de nuestra estadistica.
Variante Microcarcinomas de CPT, encapsulados y/o esclerosantes.

Hemos hallado un total de 6 casos de CPT Microcarcinomas (10%), la mitad de ellos

3 (11.1%) aparecen mutados.
Variante CPT Oxifilico.

Nosotros hemos hallado 5 casos (8.3%) de esta variante, estando la mayoria no

mutados (14.8% de los casos no mutados) y uno solamente mutado.
Variante Macrofolicular.

Hemos encontrado un total de 4 casos de esta variante (6.7%), resultando de ellos no
mutados 3 (11.1%). Esta particularidad resulta interesante como posibilidad predictiva,

idéntica a la que tienen las variantes Folicular y la de células de Hirthle.
Variante Cribiforme.

Solo aportamos un caso de una paciente de 13 afios de edad que mostré tamafio
mayor de 2 cm y metéstasis ganglionares linfaticas en el momento del diagndstico,

siendo negativa para la mutacién BRAF.
Variante CPT poco Diferenciado.

Un solo caso de una paciente mujer de edad avanzada (caso n° 13) que resultd

igualmente negativa para la mutacion.
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4.3 RESULTADOS DEL ANALISIS DEL PORCENTAJE DE LA MUTACION

BRAF EN ESCALA CONTINUA.

Hemos seleccionado aquellas variables que por su tamafio muestral puedan ser
valoradas como significativas, excluyéndose aquellas cuyas frecuencias en cualquier
grupo fueron menores de 10. Los resultados se recogen en la Tabla 3. Los datos se
muestran en Medianas (IQR) y las frecuencias de porcentajes en las columnas de
mutacion BRAF presente o ausente, es decir positiva vs negativa. Comenzaremos por
las que resultaron significativas. Los graficos de Caja para comparativa de porcentaje
de mutados/no mutados o presente/ausente para la mutacion se recogen en las Figs.

(lay 1b).
Variable Infiltracion de los limites del Tumor.

En general de los 60 casos de nuestra serie, 33 estaban mutados (55%) con un rango
de frecuencia que oscila entre 11 y 42%, que correspondian a un CPT Clasico y a un
CPT de Células altas, respectivamente. Nuestro estudio revel6 que de los 41 casos
gue mostraron la infiltracion de los limites tumorales, 29 estaban mutados (segun
resultados previos del Andlisis logistico multivariante, ya sefialados anteriormente) y
para el presente estudio la mediana, para los mutados es de 16 con IRQ (7; 26),
mientras que para los no mutados la tendencia fue mucho menor, con una mediana de

4 (3; 7), lo que da una p=0.001.
Variable Pink-atipia.

La siguiente variable se refiere a la denominada Pink Atipia o Plump Pink cells. Esta
caracteristica la presentaron 30 casos (50%) de la casuistica, de los que 22 (66.7%)

estaban mutados. En nuestro estadistico de medianas (IQR), para reconocer la
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tendencia del porcentaje por su mediana entre el grupo Presente/Ausente referido a la
mutacion en los 30 casos que presentaron esa particularidad, en el primero o positivo
para mutacion la mediana es de 20.5 (7; 30), se sitda por tanto el porcentaje de
presentacion sobre una cifra del 20.5%, alta en cualquier caso para 22 casos, mientras
que en los Ausentes o no mutados, la mediana esta en 4.5 (3;13), cifras mucho

menores por tanto, lo que da una p=0.003, significativa.

De las siguientes variables a considerar, dos estan relacionadas entre si que son las

denominadas Fibrosis y la Esclerosis.
Variable Fibrosis.

Segun nuestros resultados de componente poco reactivo o antiguo, aparece en 40
casos (67%) del total, de los que estdn mutados 17 (51.7%) y no mutados 23 (85.2%).
Si pasamos al estadistico de porcentajes, vemos que respecto de la Fibrosis en los
casos mutados la mediana es de 6 (3; 17.5) y por el contrario en los casos no mutados
es de 20.5 (11; 31). La representacion gréfica de este contraste nos da la idea de la

menor frecuencia dela variable p=0.006.
Variable Esclerosis-Desmoplasia.

Aparece en el estadistico de multivariantes (Tabla 1) en 22 casos, de ellos 5 (18.5%)
no mutados y 17 (51.7%) mutados con una p=0.008. En nuestro estudio de porcentaje
para los mutados mostré valores de 20.5 (11,31) y para los no mutados 6 (3,17) con

p=0.009.
Variable Estadio > I.

Presentaremos ahora una variable que se aproxima a una significacion estadistica,
que es el Estadio>1. Entonces, referido més bien T>1. Esta variable presenta 19 casos

del total de 60, es decir que 41 se corresponden con CPT que miden <2 0 menos cmy
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estan limitados al Tiroides. En el descriptivo del analisis multivariante (Tabla 1), de los
19 casos citados 14 aparecen mutados (42.4%) y 5 no estan mutados (18.5%).
Respecto del analisis de porcentaje con la representacion grafica de cajas, se
demuestra que para los casos mutados o presente, la mediana es 18 (9;31) y para los
no mutados o ausente fue de 7 (3;18), siendo la p=0.025, con una buena aproximacién
a la significacion estadistica. Quedan por presentar en estos Resultados, las variables

gue no resultaron significativas, probablemente por dificultad en el tamafio muestral.
Variable Bordes quirargicos.

Los Bordes quirargicos, dato importante por el factor prondstico al verse afectada la
capsula glandular y ocupar el tumor partes blandas cervicales. Para nuestros
resultados y en el estudio de analisis logistico multivariante, los bordes afectados
estaban en 26 casos (43.3%), de los cuales estaban mutados 18 (54.5%) y 8 no lo
estaban (29.6%), siendo el contraste de ambos grupos de una significacion casi
positiva p=0.053. Para nuestro estudio de analisis de porcentaje de BRAF en escala
continua y segun la representacion de Cajas, los valores de mediana para los
mutados fue de 15 (7;31) y para los no mutados de 6.5 (3;18), con una significacion

para p=0.063.
Variable CPT Encapsulados.

En nuestro estudio multivariante, el total de casos con esta condicion fue de 34 (57%),
de los cuales 17 estaban mutados (63%) e idéntica cifra 17 (51.7% de los 33 mutados
en general), lo cual no da diferencia significativa, p=0.373. Respecto del analisis del
porcentaje de la mutacion, la cifra de mediana de mutados esta en 9 (4; 26), mientras
para los no mutados fue superior 11.5 (4; 18), con unas graficas de Cajas
significativas, dando por hecho que la mediana de no mutados estaba mas alta,

aungue no significativa p=0.89.
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Variable disposicidon Subcapsular.

La disposicion subcapsular es otra caracteristica que poseen muchos PTC tiroideos.
En nuestro estudio multivariante, la disposicion subcapsular aparecié en 27 casos
(45%), de los cuales 18 (54.5%) estaban mutados y 9 (33.3%) no lo estaban. Del
contraste de ambos factores se desprende que la variable subcapsular no es
significativa, p=0.100. Para el estudio de analisis de porcentaje y representacion
grafica de Cajas, la mediana de casos mutados fue 12 (5; 23) y para los no mutados

fue de 7(3; 26), no siendo significativa p=0.708.
Variable Implante tumoral.

Para nuestro andlisis logistico multivariante, la caracteristica Implante tumoral se
present6 en 26 casos (43.3%). Como es de esperar los casos mutados presentaron
mayor nimero de implantes con 17 (51.5%), mientras que para los no mutados se
dieron en 9 (33.3%), aunque coincidente con la idea de peor prondstico, sin embargo,
no fue significativa p=0.157, posiblemente por el tamafio muestral. Respecto del
andlisis de porcentaje de la mutacion BRAF, la mediana de los mutados es 15 (3; 26),
y de 8 (4; 18) para los no mutados, siendo no significativa p=0.337, lo que se aprecia
claramente en el gréfico de Caja correspondiente, cuya lineas coinciden con el
caracter agresivo de los tumores con BRAF mutado, aunque estadisticamente no

significativo, probablemente por el tamafio muestral.
Variable Recidiva Tumoral.

Para la variable recidiva, considerandose para ella los casos reintervenidos por restos
neoplésicos o por aparicion de nuevos ganglios linfaticos positivos, se dio solamente
en 10 casos (16.7%) con predominio en los casos mutados en 7 casos (21.2 %). Para

el andlisis de porcentaje, las cifras fueron de 17.5 (4; 26) para los mutados y de 11(9;
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18) para los no mutados, lo que da una p=0.385 no significativa. No obstante, se
aprecia en el gréfico de cajas la mayor tendencia a mostrar recidivas en los casos

mutados.
Variable Metastasis Ganglionares linfaticas.

Por ultimo, se valoro la relacion entre la presencia de metastasis ganglionares
linfaticas regionales en los casos de PTC. Para el estudio multivariante, la variable
metastasis se dio en un total de 17 casos (28.4%), 12 mutados (36.4%) y 5 no
mutados (18.5%) con una p=0.127. Por otra parte, para el analisis del porcentaje de la
mutacion BRAF, mostré unos datos de 18 (4; 26) para los mutados de 9 (4; 18) para

no mutados, p=0.338.
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CODIGOS DE TABLA GENERAL DE RESULTADOS.

A. NuUmero de caso.
B. Numero de la extraccion de DNA

C. Numero de la Biopsia.

Dy E. Tipo histoldgico: Clasico: 2, Poco diferenciado: 1, Células altas: 3, Hurthle:

4, Variante folicular: 5, Macrofolicular: 6, Microcarcinoma: 7, Cribiforme:8.
F. % Mutacion BRAF.

G. Reagrupacion % (1: >9% no mutado, 2: 10-25% mutado, 3:>25%)
H. Grupos por mutacion: 1, No mutado. 2, mutado.

I. Sexo. 1. Mujer. 2 Hombre.

J. Edad.

K. Edad por grupos. 1. < 45 afios. 2. > de 45 afios.

L. Esclerosis (Desmoplasia): Sl (1); No (2).

M. Atipia nuclear de Ca. Papilar: Pseudoinclusién, Groove, irregularidad
membrana, nuclear y nucléolo prominente. Sl (1). Atipia moderada o

incompleta (2).
N. Infiltra los limites del tumor: SI (1), NO (2).

O. Bordes quirudrgicos. Infiltra capsula glandular y tejidos blandos extratiroideos: S

(1), NO (2).
P. Metastasis ganglionares linfaticas: Sl (1), NO (2).
Q. Metéstasis a distancia, en otros organos: Sl (1), NO (2).

R. Recidivas tumorales; Sl (1), No (2).
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S. Estadio: I, II, lll, IV... (1, 2, 3, 4)
T. N° de mitosis por 10 campos x40.
U. Fibrosis. Sl (1), NO(2). Es lo contrario de la esclerosis.

V. Implantes tumorales dentro del Tiroides, en cualquiera de los l6bulos o istmo.

SI (1), NO (2).
W Tamafo del tumor. 1; 0-2 cm, 2: >2-4 cm, 3: > 4 cm.

X. Pink atipia Citoplasma atipico alto con eosinofilia, relacionado con zonas

infiltrantes. Sl (1), No (2).
Y. Cuerpos de Psammoma: Sl (1), NO (2).
Z. Exitus. Sl (1), NO (2).
AA. Tumor encapsulado: Sl (1), NO (2).
AB. Coincide con Hashimoto en el Tiroides vecino: SlI (1), NO(2).
AC. Subcapsular. Disposicién debajo de la capsula glandular tiroidea. Sl (1),
NO (2).

AD. Muestras zonas tipo Warthin: Sl (1), NO (2).
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-Resultados-

Tabla 1.

Percentage of Braf mutation

<10 > 10 P

n=27 n=33
Edad, afios 55 (41 ; 67) 48 (42 ; 61) .618
Edad = 45 afios 18 (66.7) 21 (63.6) .807
Male / Female, % 18.5/81.5 12.1/87.9 .718
Bordes, n (%) 8 (29.6) 18 (54.5) .053
Encapsulamiento, n (%) 17 (63.0) 17 (51.7) 373
Subcapsular, n (%) 9 (33.3) 18 (54.5) .100
Esclerosis, n (%) 5 (18.5) 17 (51.7) .008
Fibrosis, n (%) 23 (85.2) 17 (51.7) .006
Hashimoto, n (%) 5 (18.5) 3(9.1) 448
Implante, n (%) 9 (33.3) 17 (51.5) 157
Infiltracion Li, n (%) 12 (44.4) 29 (87.9) <.001
Nucle A, n (%) 17 (63.3) 26 (78.8) 176
Pink atip 8 (29.6) 22 (66.7) .004
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Psammo, n (%)

Warthin 1, n (%)

Estadio >1, n (%)

Recidiva, n (%)

Metéstasis D, n (%)

Metéstasis G, n (%)

Muertos, n

3(11.1)

2 (7.4)

5 (18.5)

3 (11.1)

3(11.1)

5 (18.5)

3 (11.1)

3(9.1)

2 (6.1)

14 (42.4)

7 (21.2)

3(9.1)

12 (36.4)

-Resultados-

.048

488

127

.085
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TABLA DE CONTINGENCIA

Tabla de contingencia Tip_Histol * grupo

grupo
0 1 Total

Tip_Histol Cel alta Recuento 2 3 10
% dentro de grupo 7. 4% 24 2% 16,7%

Clasic Recuento 6 19 25

% dentro de grupo 22.2% 57.0% 41.7%

Cribifor Recuento 1 0 1

% dentro de grupo 3.7% 0, 0% 1,7%

Folicula Recuento 7 1 8

% dentro de grupo 25.9% 3.0% 13,.3%

Hirthl Recuento 4 1 5

% dentro de grupo 14, 8% 3.0% &8,3%

Macrofol Recuento 3 1 4

% dentro de grupo 11,1% 3.0% B, 7%

Microcar Recuento 3 3 B

% dentro de grupo 11,1% 9. 1% 10,0%

Poco dif  Recuento 1 0 1

% dentro de grupo 3.7% 0, 0% 1,7%

Total Recuento 27 33 60
% dentro de grupo 100,0% 100,0% 100,0%

Tabla 2. Valor discriminante de la infiltracion Li para el % de la mutacion Braf

Valor (%) IC — 95%
Sensibilidad 87.9 71.8; 96.6
Especificidad 55.6 35.3;745
Valor predictivo positivo 70.7 60.9; 79.0
Valor predictivo negativo 78.9 58.5;90.9
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Table 3. Medians (IQR) of the percentage of Braf mutation according to presence-

absence of each one of the considered factors

-Resultados-

Factor

Present Absent P
Bordes (26 / 34)* 15 (7 ; 31) 6.5 (3; 18) .063
Encapsulamiento (34 / 9 (4; 26) 11.5(4;18) .887
26)*
Subcapsular (27 / 33)* 12 (5; 23) 7 (3; 26) .708
Esclerosis (22 / 38)* 20.5(11;31) 6(3;17) .009
Fibrosis (40 / 20)* 6 (3;17.5) 20.5(11; 31) .006
Implante (26 / 34)* 15 (3; 26) 8(4;18) .337
Infiltracion Li (41 / 19)* 16 (7 ; 26) 4(3;7) .001
Nucle A (43 /17)* 12 (4 ; 25) 7 (3;18) .330
Pink atip (30 / 30)* 20.5 (7 ; 30) 45 (3; 13) .003
Estadio>1 (19 / 41)* 18 (9; 31) 7(3;18) .025
Recidiva (10 / 50)* 17.5 (4 ; 26) 11 (4; 23) .385
Metastasis G (17 /43)* 17 (4 ; 26) 9(4;18) .338

Data are medians (IQR); (*) Frequencies (present/absent).In this analysis were excluded those

factors whose frequencies in any group (presence/absence) were less than 10
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p-valor = 0.064

-Resultados-

p—valor = 0.893

—_—
.

"
—_—

—

—_—

BORDES QUIRURGICOS

p-valor = 0.714

TUMORES ENCAPSULADCS

p=valor = 0.009

'
i
e

DISPOSICION SUBCAPSULAR

p-valas = 0.0D6

T T

ESCLEROSIS TUMORAL

p-valor= 0,34

mEmmmm

FIBROSIS TUMORAL

IMPLANTES NEOPLASICOS

Figura 1.z.Distribucidn del porcentaje de mutacion BRAF segin presencialausencia

de cada facior
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-Resultados-

p-valor = 0,001 p-valor = 0.334
I — — __
INFILTRACION DE LIMITES ATIPLA NUCLEAR
p=valor = 0.003 p=valor = 0,025
PINK-ATIPIA ESTADIO > |
p-valor m 0.3%1 p—valor = 0.34%
RECIDIVAS METASTASIS GANGLIONARES

Figura 1.b..Distribucion del porcentaje de mutacion BRAF segin presencialausencia de cada
factor
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-M. S. Martinez Martin-



-Discusion-

DISCUSION

Seguiremos en el presente apartado de nuestra Tesis Doctoral, el patron de discusiéon
de nuestros Resultados, segun el esquema de presentacion de los mismos y
centrandonos en los apartados estadisticos, ya que en ellos estan concentrados los
datos morfolégicos, epidemiol6gicos, mutacionales y prondsticos que comprenden

nuestro trabajo.
5.1 DISCUSION RESULTADOS POR ANALISIS MULTIVARIANTE

Respecto del numero total de pacientes que fue de 60, de los que 51 casos fueron
mujeres (85%) y 9 hombres (15%), siguiendo una proporcién de 5/1, lo que coincide
con la literatura, aunque en un rango levemente mas alto respecto del sexo femenino.
Si sélo contemplamos los casos no mutados, la comparacion en porcentajes fue de
81.5/18.5 %, con una proporcion aproximada de 4/1. Mientras que para los pacientes
mutados la relacién en porcentajes fue de 87.9/12.1, con una proporcion aproximada

de 7/1.

Para el motivo principal de la presente Tesis, el estudio de la mutacién BRAF, 33 de
nuestros casos (55%) se consideraron mutados, con un porcentaje por
pirosecuenciacion superior al 10% de T/A, mientras que el resto 27 (45%) se
consideraron no mutados. Los porcentajes de mutacion son variables en la literatura,

como ya hemos referido en nuestra Introduccion. %

Por edades (Tabla 1), en el grupo no mutado la mediana de edad fue 55 afios “* 67,
mientras que para los mutados fue inferior 48 “2 %Y no siendo significativa la
comparativa entre los grupos p=0.618. Si nos fijamos en el limite de edad de 45 afios,
critica para la OMS para el Cancer de Tiroides, de los que rebasan esta cifra, 18 casos

carecieron de mutacién con una media de edad de 66.7 afios y 21 casos estaban
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mutados con una media de 63.6 afios. Estos datos de edad resultan llamativos, al ser
los mutados de menor rango, lo cual carece de significado dado el nimero de

pacientes de nuestra casuistica.

De forma constante en la literatura revisada, el Tamafio tumoral es un factor que se
marca decisivo respecto del prondstico. De hecho, cuando se establece el TNM este
valor marca un criterio fijo de tamafio para el Estadio I, de un T menor de 2 cm. Hemos

considerado de peor prondstico en nuestra casuistica los pacientes con Estadio >I.

5.1.1. Disposicion Subcapsular del CPT.
Respecto de la ubicacion del tumor en la glandula tiroidea, resulta muy llamativa la
frecuencia de disposicién subcapsular y que muchos autores la recogen como
significativa o bien como una variante con esclerosis. Es muy frecuente encontrar en la
literatura la descripcién de muchos CPT, generalmente de pequefio tamafio que
adoptan esta disposicion, casi en contacto con la cipsula externa de la glandula. En
nuestra casuistica un total de 27 casos (45%) presentaron esta ubicacion,
generalmente con un tamafio medio de 1 cm y siempre menor de 2 cm, por lo que se
encuadrarian entonces en el Estadio |. De ellos un 54.5 %, es decir 18 casos, se
encontraron mutados. No obstante la comparativa de esta disposicién entre mutados
18 casos y no mutados 9, no fue significativa con un valor p=0.100. La no significacion
en nuestro trabajo puede ser debida al tamafio muestral. No obstante, se debe tener
en cuenta que esta disposicion de proximidad a la capsula del Tiroides, se presta de
hecho a la infiltracién de la misma y a infiltrar, aunque sea minimamente, en los tejidos
blandos cervicales proximos. No es de extrafiar incluso, que pequefios ganglios
linfaticos extra capsulares se vean ya ocupados por el tumor. Aunque este es un
motivo mas para el apartado de Metastasis Ganglionares Linfaticas, se debe decir que
estos ganglios supracapsulares no estan encuadrados teéricamente en ninguno Nivel

de distribucién cervical linfatico, dudandose que puedan constituir una N determinada
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en la clasificacién internacional del TNM. Sin embargo, si puede influir, como asi se
recoge en algunas Guias Clinicas ante su presencia que pueda estar indicado un

vaciamiento cervical central en estos casos. (117:118)

5.1.2. Variable Implante tumoral.
Hemos denominado Implante Tumoral, cuando aparecen crecimientos neoplasicos de
CPT, de menor tamafio que el tumor principal, en el mismo Iébulo o en el contralateral,
considerandoseles como crecimientos tumorales fuera de su lugar originario. Para
cumplir este requisito entendemos que su patrdn histolégico debe ser similar al

primario, evitando asi la posibilidad de tumores diferentes en colision o mixtos.

En nuestros resultados estadisticos, del total de casos con esta caracteristica que
fueron 26 (43%), el 51%, es decir 17, casos mostraron mutacion BRAF positiva 'y 9
(33.3%) no estaban mutados. El contraste entre los dos grupos de esta variable no
significativa, con una p=0.157. En nuestra opinién, este signo revela un
comportamiento de agresividad y desarrollo del tumor importante, que justificaria la
actitud quirargica de la tiroidectomia total. En tal sentido, las Guias Clinicas y
Quirurgicas, difieren ante la actitud a tomar ante el diagndstico de Carcinoma Papilar.
En muchos casos se sigue segun el tamafio tumoral, por ejemplo los Incidentales de
un tratamiento con iodo radioactivo y seguimiento con vigilancia de niveles de
Tiroglobulina en sangre. Pero otras tendencias de estas guias, recomienda siempre la
Tiroidectomia total ante éste diagndstico. En otros casos, ante el diagndstico de CPT

variante Folicular, no suelen aconsejar la tiroidectomia total. *?

5.1.3. Variable “Pink-atipia”.
Como ya expusimos en nuestra Introduccion, hemos denominado “Pink-atipia” o
“Plum-pink” @19 al rasgo de eosinofilia y aspecto citoplasmico del CPT que coincide

precisamente con un comportamiento mas activo del tumor. Los rasgos histol6gicos
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del CPT son la base fundamental morfolégica para su diagndstico. De ellos la
diferenciacion Papilar es el signo fundamental que se debe acompafiar de las
caracteristicas propias del nucleo celular, detalle este Gltimo basico en la variante

Folicular.

El citoplasma con aumento de tamafio y transformacion eosinofilica o “Pink atipia”,
representa un signo no muy valorado en la literatura, sélo descrito por Prasad 119,
pero que se relaciona en nuestra experiencia, con un comportamiento agresivo e
infiltrante local e incremento del desarrollo del tumor. Ademas, se incrementa en
sentido ascendente y forma un patron muy proximo a la variante de Células Altas,
aungue sea solo focalmente. Se podria pensar, aun siendo atrevidos por nuestra
parte, que la variable de Células Altas podria ser una expresion de este rasgo, sin la
columnaridad nuclear caracteristica, que da nombre en otras clasificaciones a otra

variable particular de Células Columnares.

Valorando la relacion de este signo con la mutacion BRAF, encontramos que la
presentan un total de 30 casos de 60 (50%), de los cuales 22 (66.7%), estaban

mutados, siendo los no mutados 8 (29.6%).

Ello pone en evidencia, la relacién entre este signo citoplasmico con la agresividad
tumoral y por ende con la mutacion BRAF. Detalle muy interesante y que en nuestra
casuistica tuvo un valor significativo p=0.004, por andlisis multivariante, mientras que
para el estudio de porcentaje de la mutacion, fue ain mas significativa, con una p-valor

de 0.003, lo que discutiremos posteriormente en el apartado correspondiente.

De hecho, si observamos la gréfica de Cajas de dicha variable (Fig 1.b), resulta
significativa la diferencia de nivel de ambas, siendo muy favorable a los casos
mutados. A pesar de no ser una variable estadisticamente independiente por analisis

multivariante, se aprecia que la mutacion BRAF en el CPT, puede incrementar el
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desarrollo del tumor desde sus comienzos, o bien en fase intermedia, y ser la “Pink
atipia”, un cambio morfolégico importante respecto de la agresividad del tumor por una
parte, y por otra con que la observacion morfolégica de este signo, puede predecir, en
un caso determinado, que dicho tumor puede estar mutado con una especificidad de

un 83% y un valor predictivo positivo de un 69%, como ya ha sido publicado. 9

Es decir, que su presencia nos puede dar un 69% de posibilidades que pueda estar
mutado, mientras que el valor predictivo negativo estaria en un 54%. En tal sentido,
siguiendo lo publicado por Guerra 129, es posible que si una parte del CPT con este
rasgo pueda estar mutado y otra zona sin el mismo, correspondiente a otro clon
celular, no lo estuviera.*?? De ahi el interés de estos rasgos morfoldgicos que
relacionan el tumor con la mutacion a la hora de seleccionar por macro o
microdiseccion la zona de extraccion del ADN. Seria necesario ampliar los estudios en
el sentido de saber sin la policlonalidad del CPT estaria presente, en relacion a estos

cambios morfoldgicos.

Parece razonable pensar por tanto, que dicho signo debe ir acompafiado de otros
concomitantes que presente el tumor, como por ejemplo la infiltracion de los limites del
mismo o los cambios nucleares o incluso la misma desmoplasia, que reforzarian estas

posibilidades, seglin esta recogido en la literatura. 2%

5.1.4. Variable Cambios Nucleares.
Los cambios nucleares celulares en el CPT tiroideo, son un detalle muy significativo
para su diagnéstico. Como se ha citado en la Introduccién de esta Tesis Doctoral, los
signos tipicos son: a) Aclaramiento de la cromatina que puede llegar a ser nucleo
vacio, b) Pseudoinclusion o nucleo esmerilado y c) La verdadera inclusion nuclear.
Cuando estan todos presentes, le llama signos nucleares desarrollados o en caso

contrario o con disposicion celular focal, (“subtle” o poco desarrollados). *19)
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En nuestro trabajo, hemos preferido denominar Atipia nuclear al primer grupo y
ausencia de Atipia al segundo, considerandose solamente el primero. Los nucleos
atipicos, de acuerdo a los criterios de la bibliografia consultada, se hallaron en un total
de 43 casos (72%), considerando los restantes 17 casos de CPT hasta el total de 60,

como nucleos con atipia no completa, coincidiendo con los (“Subtle”, de Prasad).®!?

De los casos con rasgos nucleares completos, 26 (78.8%), estan relacionados con la
mutacion BRAF y 17 (63.3%) no lo estaban, siendo la p-valor de 0.176 y en el estudio
de porcentajes la p-valor fue de 0.334. A pesar de que la comparacién estadistica
entre nuestros casos con atipia / no atipia o completos / incompletos, no fue
significativa, este es un signo muy importante y controvertido a la hora de observar y

decidir el diagndstico del CPT, especialmente la variante Folicular.

En tal sentido, cuando los cambios papilares del tumor son manifiestos, la presencia
de alteraciones nucleares suele estar presente en la mayoria de los casos,
dependiendo del tipo o variante histolégica. Ello es muy valioso por ejemplo en el
estudio por citologia en las PAAF. Ahora bien, donde tiene un valor muy importante es
en la Variante CPT Folicular, donde estos signos muchas veces no estan totalmente
presentes y hay que valorar entonces, con mucho cuidado los cambios de tamafio
nuclear, la irregularidad de su membrana vy el aspecto de su cromatina con su
aclaramiento, asi como, las verdaderas inclusiones, porque la pseudoinclusion o

“ground glass” no suele observarse siempre en esta variante.

5.1.5. Variable Encapsulacion
La encapsulacion del tumor con o sin esclerosis, es una forma de presentacion de
muchos CPT. Aunque la cdpsula o encapsulacion tumoral es un signo que en la

mayoria de las neoplasias, se asocian con benignidad, no sucede asi en este caso.
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Se entiende que la capsula es una cubierta coldgena madura o esclerosada que el
tumor forma en su periferia y que puede ser infiltrada posteriormente, considerdndose
esta caracteristica primordial en el Carcinoma Folicular de Tiroides, aunque para
muchos autores como Sobrinho-Simoes ©°, en ausencia de infiltracion el
engrosamiento irregular de la misma es propio de los Carcinomas Foliculares en vez

de un Carcinoma Papilar encapsulado.

De nuestros casos, 34 (57%) la presentaron, de los cuales 17 estaban mutados
(51.7%) y 17 no presentaron la mutacion (63.0%), con una p=0.373 no significativa.

Para el estudio de andlisis del porcentaje el p-valor fue de 0.887.

Aunqgue en principio la cidpsula de un tumor le puede dar cierto criterio de mejor
comportamiento, este signo en los CPT es una caracteristica con forma de Variante
gue da detalle del Carcinoma, lo cual no le da en principio ninguna particularidad de
benignidad. Claro estd, que siempre puede tener un mejor prondstico que un CPT de
mayor tamafo, T3 o T4, por ejemplo. Pero los Carcinomas Papilares de Tiroides
tienen comportamientos muy diversos. Asi, el CPT oculto o incidental que puede estar
encapsulado, se presenta, en un numero bajo de casos pero valorables, como un

tumor cuya primera manifestacion clinica son las metastasis cervicales homolaterales.

5.1.6. Variable Fibrosis Tumoral.
El crecimiento del CPT, como sucede en otros tumores de nuestra economia, el
desarrollo del tumor va seguido de una serie de cambios estromales tendentes a
formar diversas formas de cambios fibroblasticos intersticiales que van 1 desde una
fibrosis con elementos fibroblasticos jévenes y una colagena algo inmadura a una
colagena antigua con fibras ya maduras y escasos fibrocitos o un cambio asociado a la
infiltracién tumoral que es la verdadera desmoplasia que se acompafia de un estroma

con cierto componente mixoide. En nuestra casuistica, hemos optado por dos
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componentes solamente: Fibrosis que comprende ademas la esclerosis de Prasad y la

verdadera Desmoplasia o Esclerosis asociada al crecimiento del tumor.

De esta forma, en nuestra estadistica y segun el criterio expuesto, que difiere un poco
de Prasad, la Fibrosis se da en 40 de los casos (67%), de los cuales 23 (85.2%) no
estan mutados y 17 (51.7), si lo estaban con una p=0.006, significativa aunque no
independiente. Si valoramos el analisis de porcentaje, su p-valor es de 0.006, idénticas
en ambos casos, lo cual da una idea de la relacion de ausencia de mutacion en casos

Cuyo estroma-reaccion es mas estable expresandose mediante una coldgena madura

5.1.7. Variable Esclerosis.
Considerada por otros autores 9 como desmoplasia, esta presente en un total de 22
casos (37%), de los cuales 17 (51.7%), estan mutados y 5 (18.5%) no lo estan, siendo
la p=0.008 significativa, lo que relaciona el comportamiento mas activo del CPT en

estos casos.

La estroma-reaccién es un signo importante en el desarrollo y crecimiento de los
tumores. Asi por ejemplo, en el Carcinoma Ductal mamario, el crecimiento y desarrollo
del mismo, ademas de la proliferacion celular y la infiltracion, se acompafa de este
signo que le da consistencia y dureza al mismo. Ahora bien, desde Prasad y cols a
otros autores con anterioridad, se significé una diferencia importante en este aspecto,
no valorada por nosotros con anterioridad en la rutina diagnéstica habitual. Esta
consiste en establecer una diferencia entre la estroma-reaccién estable o Fibrosis, y la
Desmoplasia o Esclerosis, la cual muestra una colagena mas inmadura, fibroblastos
mas activos y cierto estroma mixoide. De hecho esto es asi, cuando se ve infiltrar al

tumor.
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5.1.8. Estadio Tumoral > | incluyendo Tamafio.
Respecto del crecimiento y desarrollo del CPT y su relacion con un comportamiento
mas agresivo, nos da idea el tamafio tumoral y su posterior evolucion. En nuestra
casuistica hemos preferido encuadrar el tamafio del tumor en el Estadio que segun la
clasificacion internacional de la OMS o TNM, considera los 2 cm de tamafio maximo y
la edad no superior a 45 afios, como Estadio I. Asi, hemos preferido hacer dos grupos
Estadio | y Estadio > I, considerando estadisticamente éste ultimo, por ser una variable

con mayor peso estadistico, segun mejor tamafio muestral.

En tal sentido, 19 casos (32%) tenian un Estadio >1, estando los restantes 41 (68%)
en el Estadio I. Del grupo que hemos considerado, 14 (42.4%) se relacionan con
mutacién positiva y 5 no estaban mutados, con una p=0.048, casi significativa, lo cual
da idea de la relacion de la mutacion BRAF con la agresividad del tumor, dado que en
este grupo estan incluidos los tumores > de 2 cm y mayores de 45 afos. La
agresividad del tumor por su crecimiento es la caracteristica que marca el prondstico y
se establece en base a la infiltracion local, la afectacion de los bordes quirdrgicos, la

recidiva y las metastasis tumorales linfaticas o regionales y a distancia.
5.1.9. Variable Infiltracion de los Limites del Tumor.

La infiltracién local del tumor o Infiltracion de sus Limites, como se recoge en nuestra
base de datos, es una caracteristica del crecimiento de las neoplasias. Los CPT
tiroideos que la presentan, exhiben filas y cordones celulares que rebasan los limites
del tumor hacia el parénquima vecino tiroideo o bien, hacia la zona capsular glandular
cuando tienen una disposicion subcapsular. Este comportamiento biol6gico de la
neoplasia, se detecta histolégicamente, incluso cuando muestran una capsula la cual
se ve infiltrada independientemente del tamario tumoral. Prasad y cols 119, estiman

gue si bien los cambios nucleares completos pueden predecir morfolégicamente la
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mutacién casi en un 100% de sensibilidad, la variable infiltracién de los bordes o
limites tumorales fue mucho més especifica, estando en torno a un 71%,con un 75%

de valor predictivo positivo.

Ademas, si el signo de la infiltracién se asocia con la reaccion desmoplésica del tumor
y al tipo histologico apropiado, como la variante Clasica, las posibilidades que el tumor
esté mutado podrian estar en torno al 80%. En nuestra casuistica este signo de la
infiltracién del tumor aparece en 41 casos (68%) de los cuales 29 casos (87.9%)
resultaron mutados y 12 (44.4%) no presentaron la mutacion BRAF, con una p<0.001,
siendo una variable muy significativa p<0.001 e independiente con el analisis
multivariante. Tratandose de una variable independiente, los valores discriminantes
(Tabla 2) para este signos morfoldgico fueron: Sensibilidad 87.9%, Especificidad 55.6

%, VPP 70.7 % y un VPN de 789%.

Resulta interesante recordar que estos cambios infiltrativos coinciden en muchas
ocasiones con una transformacion citoplasmica de las células neoplasicas activas, lo

que denominamos “Pink atipia”, en especial en las areas de infiltracion.

5.1.10. Variable Infiltracion de Bordes Quirurgicos.
La infiltraciéon tumoral de los bordes quirtrgicos o Bordes de la glandula y areas
quirdrgicas de partes blandas cervicales, es otra caracteristica importante para valorar
la agresividad de la neoplasia tiroidea. Asi, en nuestros casos se dio esta circunstancia
en 26 pacientes, (43%), de los cuales 18 (54.5%) estaban mutados y s6lo 8 (29.6%)
no lo estaban. Este signo de infiltracién tumoral marca la diferencia respecto del
comportamiento futuro de la neoplasia y su prondstico, siendo responsable de las

recidivas tumorales. Su valor p=0.053, levemente significativa
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5.1.11. Variable Recidiva Tumoral.
La recidiva tumoral, se caracteriza por la aparicion de secuelas tumorales posteriores
a la cirugia, consistentes en focos captantes desde el punto de vista del scanning por
medicina nuclear mediante lodo radioactivo, siendo pacientes que mantienen cifras
altas de Tiroglobulina en sangre, después de la intervencion quirargica. En nuestros
datos, hemos considerado igualmente recidiva a la apariciébn de nuevas adenopatias,
después de extirpacion o vaciamientos ganglionares previos. En nuestro estudio, este
dato se dio en 10 casos (16,7%), de ellos en 7 (21.2%) la mutacion BRAF fue positiva
y 3 (11.1%) no presentaron dicha mutacion, con una p=0.488. La significacion es

negativa, probablemente debido al tamafio muestral.

5.1.12 Variable Metéastasis Ganglionares linféaticas.
Completa el comportamiento de agresividad del tumor, la presencia de metastasis
ganglionares linfaticas y las metastasis en érganos vecinos como Traquea o a
distancia en el caso del Pulmén. Hemos valorado solamente la presencia de ganglios
linfaticos positivos, independientemente del nimero de ganglios y de las diferentes
zonas cervicales. Nuestra casuistica revel6 17 casos con metastasis ganglionares
linfaticas (28%), de los que 12 presentaron mutacion BRAF positiva (36.4%) y 5
(18.5%) no la mostraron, con una p=0.127. Ello concuerda con una clara aunque no
significativa relacion entre la mutacién y la progresion de la enfermedad, aunque la

variable no fue significativa, p=0.127.

5.1.13. Variable Metéastasis a distancia.
Respecto de las metastasis a distancia, la presentaron un total de 6 casos (10%), la
mitad de los cuales estaban mutados, siendo su p=1. Las metastasis a distancia que
en el caso del CPT tiroideo pueden estar presentes en Pulmén, es un signo de mal

pronostico. En nuestra casuistica, por tamafio muestral sin duda, sélo la presentaron
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en nuestro periodo de estudio, 6 casos, la mitad mutados y con una p-valor de

contraste de 1.

Otros hallazgos no significativos pero interesantes, a pesar del tamafio muestral,
fueron la asociacion del CPT con Tiroiditis cronica inespecifica tipo Hashimoto en un

total de 8 casos (13%), de ellos solo 3 aparecia mutados.

Por otra parte, las zonas del CPT con patrdn papilar que muestra infiltrado inflamatorio
cronico linfocitario en estroma o también llamada tipo “Warthin-like”, en diferente

intensidad fueron 4 casos (7%), 2 de ellos mutados.

Un signo caracteristico para algunos autores®'?), son las calcificaciones distroficas
intrapapilares, denominadas cuerpos de psamoma, que en nuestros resultados fueron

poco numerosos, solo 6 casos, de ellos 3 estaban mutados.

5.1.14 Variable pacientes fallecidos.
De nuestra casuistica en la fecha de finalizacién de la recogida de datos, sé6lo 3
(11.1%) pacientes habian fallecido, todos dentro de los casos no mutados. El cancer
de Tiroides suele tener una evolucién y crecimiento muy lentos, sobreviviendo los
pacientes en largos periodos de tiempo. Ahora bien, nuestros casos estan
relacionados con transformacion de las variables histolégicas, hacia formas
desdiferenciadas, en las cuales nuestros resultados de mutacién no son positivos.
Desconocemos este comportamiento de la mutacion. Es probable que dicha mutacion,
juegue un papel importante al inicio o al final, lo cual es muy contradictorio en la
literatura revisada %, Se puede barajar la hipétesis de que una vez el tumor se
transforme en poco diferenciado o incluso indiferenciado, la mutacion BRAF, ya no
juega un papel decisivo en dichas transformacion y desaparezca, jugando un papel

mas importante otras posibles mutaciones, como propone Cheng.
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5.2 RESULTADOS ESTADISTICOS POR TIPO HISTOLOGICO.
(Ver Tabla de Contingencia).

La mayoria de las publicaciones revisadas por nosotros en la literatura, coinciden en
gue el porcentaje de mutacion BRAF es superior en algunas variantes histoldgicas de
CPT, lo cual puede ser de valor predictivo, antes de conocer la mutacion. En nuestra
estadistica, el porcentaje de casos mutados se centra en determinados tipos
histologicos (Tabla de contingencia Tipo Histoldgico). Nuestra serie mostré los

siguientes.

5.2.1. Variante Células Altas.
El CPT de células altas (n=10) 16.7% de los casos, la mutacién BRAF fue positiva en
8, lo que supone un 24.2 % de los casos mutados. Esta forma de CPT es reconocida
por su rapido crecimiento, infiltracion y aumento del tamafio tumoral. Esta
caracteristica de diferenciacién tumoral, se ve incluso focalmente en otros tipos
histolégicos, lo que confiere a esos tumores un comportamiento mas agresivo,
consistente casi siempre en mayor capacidad infiltrativa, segin nuestra propia

experiencia observacional.

5.2.2. EI CPT de Clasico.
Siguiendo la literatura, es la mas frecuente de las variantes. Hemos detectado un total
de 25 casos (41.7 %). En esta variante por incremento de los tamafios muestrales,
hemos incluido por considerarlas similares a los casos de CPT Encapsulados,
Esclerosantes y los denominados Quisticos. El 57.6 % de ellos estaban mutado (19
casos), lo que supone el porcentaje mayor, mientras que el 22.2 % (6 casos) no lo

estaban.

Esta forma de CPT relne las caracteristicas propias y mas comunes de los

Carcinomas Papilares de Tiroides, con estructura propia papilar, estroma papilar tipico
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que puede incluir los cuerpos de psamoma muy comunes Yy las caracteristicas
citoldgicas, nucleo y citoplasmas tipicas, asi como, cierta tendencia focal a la célula
alta o columnar. La tendencia a aumentar su tamafio acompafiado de la eosinofilia o
“Pink atipia” y su relacion con las &reas de infiltracién es una evidencia, como ya
hemos expuesto, asi como, el incremento de los nucleos con cierta disposicion apilada
en inglés “overlapping”, hace que el CPT sea mas agresivo, segun nuestra propia
experiencia y de la literatura revisada. Este predominio de mutacién en esta variante la
hace muy susceptible de ser considerada una candidata predictiva para la mutacion,
especialmente si se le asocia a cambios nucleares completos, infiltracion de los limites

del tumor y a desmoplasia.

5.2.3. CPT variante Folicular.
Le sigue en frecuencia histologica el CPT variante Folicular, definida como una forma
de Carcinoma en la que adoptando predominantemente la forma folicular puede tener
algun foco papilar, generalmente menor en tamafio del 5% del tumor o carecer del
mismo, siendo en muchas ocasiones los nucleos completos o incompletos, con sus
particularidades los que definen a esta variante. No siempre es facil este diagnéstico

por la complicada interpretacion, pudiendo ser encapsulada o no.

Nuestros resultados aportaron un total de 8 pacientes (11.6%) con esta variante, de
los cuales 7 (25.9%) aparecen no mutados, lo que supone el 25.9% del total de casos
no mutados de nuestra estadistica. Ello nos da una idea de la importancia de
presentar esta variante un paciente, en lo que respecta a su agresividad. Ahora bien,
si se incrementan los cambios nucleares en la totalidad del tumor, careciera de
capsula y mostrara signos desmoplasicos y sobretodo la infiltracion de los limites
tumorales es muy probable que entrara en el grupo de CPT Foliculares mutados,

incluyendo posiblemente la “Pink atipia”. Por el contrario, un descenso en la mayoria
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de los campos de los signos nucleares, aun considerandosele un CPT Folicular,

disminuye la posibilidad de la mutacion.

5.2.4. Variante Microcarcinomas. encapsulados y/o esclerosantes.
Son una variante muy caracteristica de estos tumores. Suelen ser generalmente
anicos y menores de 1 cm, denominase incidentales, ya que aparecen
circunstancialmente asociados a otras patologias como los BMN frecuentemente. Hoy
dia se les puede diagnosticar mediante ECO-PAAF. Hay que resaltar que existen
casos de estos tumores, que se presentan como primer signo, mediante una
metastasis cervical homolateral. Hemos hallado un total de 6 casos de CPT
Microcarcinoma (10%), la mitad de ellos 3 (11.1%) aparecen mutados. No es de
extrafiar este dato puesto que los cambios morfoldgicos asociados a la mutacion
BRAF, aparecen presentes de forma caracteristica en estos pequefios tumores, a

saber la forma de papilas y los cambios citoplasmicos.

5.2.5. Variante CPT Oxifilico.
La variante de CPT de células de Hirthle, es una forma particular de Carcinoma
Tiroideo que se caracteriza por el aspecto oxifilico u oncocitico de sus citoplasmas que
suelen ser grandes e irregulares, asi como, por poseer nicleo grande, de cromatina
irregular y nucléolo muy prominente, siendo llamativa la diferencias de tamafio de los

nucleos entre las células.

Nosotros hemos hallado 5 casos (8.3%) de esta variante, estando la mayoria no
mutados (14.8%) y uno solamente mutado. Resulta interesante diferenciar los rasgos
del CPT oxifilico, ya descritos, de las caracteristicas de la denominada por nosotros
“Pink-atipia” o eosinofilia poligonal (“Plump-pink”) de la literatura *'9(Prasad 2014),
dato éste ultimo que puede aparecer en cualquier tipo de CPT y que se asocia, segun

nuestra experiencia, a mayor agresividad tumoral e infiltracion.
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5.2.6. Variante Macrofolicular.
Esta variante, que fue descrita por J. Albores Saavedra (1?2123) referencia como es
muy conocido, a una forma de CPT cuya caracteristica principal es su patrén
macrofolicular con zonas papilares esporadicas caracteristicas y un predominio de
macrofoliculos que remeda a una hiperplasia folicular. No obstante, le caracterizan los
cambios nucleares propios del Carcinoma Papilar, la presencia de células gigantes
multinucleadas intrafoliculares, asi como, la existencia de abundantes macréfagos
espumosos. La dificultad de una PAAF realizada en este tipo tumoral es su diagnéstico

diferencial con un bocio coloide.

Hemos encontrado un total de 4 casos con esta variante (6.7%), resultando de ellos no
mutados 3 (11.1%). Esta particularidad resulta interesante como posibilidad predictiva,

idéntica a la que tienen las variantes Folicular y la de células de Hurthle.

5.2. 7. Variante Cribiforme.
Solo aportamos un caso de una paciente de 13 afios de edad que mostré tamafio
mayor de 2 cm y debut6é con metéstasis ganglionares linfaticas en el momento del

diagndstico, siendo negativa para la mutacion BRAF.

5.2.8. Variante poco diferenciada.
Por ultimo la variante poco diferenciada de CPT, solo aportd un caso en nuestra
casuistica. Tratandose de una paciente mujer de edad avanzada y con mal prondstico.
Resulta significativa la ausencia de mutacion en las formas poco diferenciadas de CPT
que hemos visto en nuestra estadistica, ésta Ultima pura, mientras que en las
anteriores hemos podido estudiar la mutacion en la parte diferenciada. Ya hemos
referido con anterioridad en la presente discusion, las posibles explicaciones a este

dato que, dada la escasa significancia de esta variante en nuestro tamafo muestral,
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no podemos sacar conclusiones al respecto, en relaciéon con la mayoria de la literatura

revisada que la asocian con la mutacion positiva.

5.3 DISCUSION DE LOS RESULTADOS DEL ANALISIS DEL PORCENTAJE

DE LA MUTACION BRAF EN ESCALA CONTINUA.

El porcentaje de la mutacion BRAF se especifica dependiendo del sistema de
secuenciacién empleado o del método utilizado. Nosotros hemos utilizado la
Pirosecuenciacion. Muchos trabajos aportan solamente la posibilidad binaria de
mutacion positiva vs negativa, colocando el limite del porcentaje en una cifra
determinada, dada por el tanto por ciento de alelos que presentan el cambio de oligos
mutados T/A en el lugar 1799 especifico. Para nuestro trabajo y segun recomienda la

literatura, hemos considerado establecer el valor de mutado de superior al 10%.

Aunque la frecuencia del porcentaje es un tema controvertido en la literatura revisada,
sin embargo es muy conocida la relacion entre la mutacion BRAF y el prondéstico del
CPT. Por ello resulta muy atractiva la idea de valorar la posibilidad de conocer si el
incremento de dicho porcentaje de alelo mutado se corresponderia (0 esta asociado
como propone 1% Cheng, con los parametros clinico-patolégicos de peor prondstico.
De hecho, dicho autor encuentra relacion directa entre el incremento de dicha

frecuencia y la infiltracién de los bordes del tumor (limites) o invasion extratiroidea

Guerray cols @29, usaron este mismo método obteniendo correlaciéon con la edad y
con el volumen tumoral, mientras que la odds ratio de la recurrencia de la enfermedad
fue muy alta en los CPT que superaban el 30% de mutacidn. Por el contrario, Gandolfi
y cols (24126) ng encontraron relacion entre dicha frecuencia aumentada y el
comportamiento metastasico. Por ultimo, para Cheng ), cuyo principal objetivo fue

llevar a cabo un analisis multiplataforma para caracterizar el significado biolégico de la
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mutaciéon BRAF ¢1799T>A en los alelos del CPT, asi como en segundo lugar,
comparar diferentes métodos para cuantificar la frecuencia del alelo mutado, habiendo
utilizado en total los siguientes: secuenciacién Sanger, Genotipado por espectrometria
de masas, alelo-especifico competitivo Tag Man PCR y la Pirosecuenciacion; siendo
los métodos de mayor rendimiento y compatibilidad, el genotipado por espectrometria
de masas y la pirosecuenciacion. Por otra parte, destacar que el corte para considerar

positiva la mutacion lo establecieron en el 5%.

A nuestro entender y asi lo hemos utilizado en la presente Tesis Doctoral, el
estadistico del estudio del porcentaje mediante Medianas de dichos valores, nos
puede dar una idea de la tendencia de dicha frecuencia y relacionarla con las

variables imbricadas en el prondstico.

Por tal motivo, hemos seleccionado aquellas que por su tamafio muestral puedan ser
valoradas como significativas, excluyéndose aquellas cuyas frecuencias en cualquier

grupo fueran menores de 10. Los resultados se recogen en la Tabla 3.

Asi, para dicha variable (Bordes para Prasad) 19, los estadisticos se expresan en
Medianas (IRQ) (Rango intercuartiles) y los datos referidos en mutados/no mutados o
presente/ausente, es decir en Mediana e IQR , (Q2) o diferencia entre el primer y el
tercer cuartil (Q1-Q2). Todas las variables se representaran mediante los

consiguientes diagramas de cajas (Ver figuras 1ay 1b).

5.3.1. Variable Infiltracion de los limites del Tumor.
La primera y mas significativa en el estudio previo de frecuencias por analisis
multivariante, ya expuesto en la presente Discusion, fue la Infiltracion de los limites
del tumor. En el conjunto de toda nuestra casuistica, de los 60 casos de la serie, 33
estaban mutados (55%) con un rango de frecuencia que oscila entre 11y 42%, que

correspondian a un CPT Clasico y a un CPT de Células altas, respectivamente.
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Del total de 60 casos, 41 (68.3%) mostraban este signo infiltrante, de los cuales 29
(70.7%) estaban mutados y 12 (29,3%) no lo estaban. Para comparar, como ya se ha
dicho, la tendencia del incremento del porcentaje de la mutacion entre los casos
mutados y no mutados respecto de esta variable y mediante el grafico de cajas, entre
presente/ausente, es demostrativa la diferencia entre ambas medianas, para los
mutados es de 16 con IRQ (7; 26), mientras que para los no mutados la tendencia fue

mucho menor, con una mediana de 4 (3; 7), lo que da una p=0.001, muy significativa.

Esto nos da una idea de que la tendencia del incremento de frecuencia de la mutacion
BRAF por pirosecuenciacion, es mas alta en los casos mutados que en los que no lo
estan, asocidndose en mayor proporcion con los casos que muestran infiltracion de

los limites tumorales.

Por el contrario, dentro de un contexto predictivo la infiltracion de los limites del tumor
es un dato morfolégico que presenta clara tendencia al incremento del porcentaje de

mutacion, especialmente si se asocian a otras variables igualmente significativas.

Para esta variable de Infiltracion de limites hemos obtenido valores discriminativos de
Sensibilidad del 87.9 %, Especificidad de 55.6 %, PPV 70.7% y NPV 78.9 % (Tabla2).
Prasad (Tabla 3) encuentra valores fueron: Sensibilidad 81%, Especificidad 71%, PPV
75% y NPV 77%. (Discutir las diferencias). Por ultimo, cabria preguntarse qué sucede
con los 19 casos (44,4%) no mutados que presentaban infiltracion de los limites del

tumor.

5.3.2. Variable Pink-atipia.
La siguiente variable se refiere a la denominada “Pink-Atipia” o “Plump-pink cells”. Esta
caracteristica la presentaron 30 casos (50%) de la casuistica, de los que 22 (66.7%)
estaban mutados. Hemos descrito la asociacion entre este signo citoplasmico y la

infiltracion tumoral. Prasad ¥ relaciona directamente (Tabla 2) este signo con la
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mutacion BRAF en un 72% de sus casos mutados. Nosotros la hemos detectado en un
66,7% (Tabla 1), mientras que un 29.6 % de no mutados mostraban este signo. Cabe

preguntarse qué sucede con estos casos.

En nuestro estadistico de medianas (IQR), para reconocer la tendencia del porcentaje
por su mediana entre el grupo Presente/Ausente referido a la mutacion en los 30
casos que presentaron esa particularidad, en el primero o positivo para mutacion, la
mediana es de 20.5 (7;30), se sitla por tanto el porcentaje de presentacion sobre una
cifra del 20.5%, alta en cualquier caso para 22 casos, mientras que en los Ausentes o
no mutados, la mediana esta en 4.5 (3;13), cifras mucho menores por tanto, lo que da

una p=0.003, significativa.

Por consiguiente, poseer este signo el componente celular tumoral le confiere la
posibilidad de estar mutado significativamente en un plano predictivo, segun la linea
de trabajo de Prasad !9, dandole unos valores predictivos (Tabla 3) 81% de
sensibilidad, 67% de especificidad, PPV 72%, NPV del 76%, con una exactitud del

74%. En nuestros resultados, la Pink atipia no fue variable independiente.

De las siguientes variables a considerar, dos estan relacionadas entre si que son las
denominadas Fibrosis y la Esclerosis. Prasad y cols®'¥, como se ha descrito en
nuestra Introduccién y en la presente Discusion en la parte de analisis estadistico
multivariante, describen tres clases de alteraciones relacionadas con el estroma
reaccion tumoral de los CPT (Tabla 1), La Fibrosis con fibroblastos activos y jévenes,
la Esclerosis que viene a ser un estroma reaccién antiguo con fibroblastos maduros y
escasos, asi como, con abundantes fibras de colagena madura y la Desmaoplasia, una
fibrosis muy reactiva con estroma mixoide. Nosotros, como también expusimos
previamente, valoramos dos parametros: la Fibrosis con colagena antigua y reactiva y

por otra parte la Esclero-Desmoplasia, que coincide con Prasad.
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5.3.3. Variable Fibrosis.
Segun nuestros resultados este componente poco reactivo o antiguo, aparece en 40
casos (67%), de los que estan mutados 17 (51.7%) y no mutados 23 (85.2%). En
nuestro descriptivo de porcentaje de mutacion (Tablal), la mayor parte de los casos 23
no estan mutados, lo que nos da una idea que la “tranquilidad” de ese estroma
coincide con procesos poco agresivos, en contraste con los 17 casos (51.7%) que si
aparecen mutados. Luego la Fibrosis debe ser mas de los CPT de comportamiento
atenuado. Si pasamos al estadistico de porcentajes, vemos que respecto de la
Fibrosis en los casos mutados la mediana es de 6(3; 17.5) y por el contrario en los
casos no mutados es de 20.5 (11; 31). La representacion grafica de este contraste nos
da la idea de la menor frecuencia de la variable p=0.006. En los casos mutados,
mientras que en los no mutados, la mediana de la Fibrosis es mas alta. Ello

confirmaria que la Fibrosis se asocia mas con porcentaje de bajo de mutacién.

5.3.4 Variable Esclerosis-Desmoplasia.
Por el contrario, la denominada por nosotros Esclerosis-Desmoplasia que esta mas
relacionada con los CPT en teoria mas agresivos, aparece en el estadistico de
multivariantes (Tabla 1) en 22 casos, de ellos 5 (18.5%) no mutados y 17 (51.7%)

mutados con una p=0.008.

En nuestro estudio de porcentaje para los mutados mostré valores de 20.5 (11,31) y
para los no mutados 6 (3,17) con una p=0.009. Ello quiere decir que es una variable
mas favorable para el incremento de BRAF mutacion y por tanto para la agresividad.
Ahora bien, si queremos saber si en los casos que presentan Esclerosis-Desmoplasia,
las casos mutados se incrementan dando a entender que esta condicidn se relaciona

mas con la agresividad, parece que es asi, dado que en la representacion de cajas
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entre la variable Desmoplasia y la frecuencia de mutacion, la mediana de los mutados

es mucho mas alta (Figs. lay 1b).

Fibrosis y Esclerosis son opuestas en nuestros resultados, aunque en rangos
diferentes, dada la diferencia en el nimero de casos que presentan las respectivas
condiciones, es decir Fibrosis 40/60 y Esclerosis 22/60, pero para la Fibrosis solo 17
casos estaban mutados, para la esclerosis son mayoria con 17 casos, siempre

teniendo en cuenta el nimero de casos que muestran dicha condicion.

Por lo tanto, a pesar de la diferencia de casos entre ambas condiciones, pesa mas
17/22 que 17/40, cuyos cocientes como dato indicativo vienen a ser: 0.78 y 0.42, en
valores absolutos. Si observamos ahora, la representacion de ambas variables en
cajas, (Fig lay 1b), vemos que la diferencia de altura de sus medianas son opuestas,
con lo que parece predecible decir que la Fibrosis favorece la no mutaciéon o menos
probable y que la Esclerosis-Desmoplasia predice la mutacién y la agresividad con una
p=0.009. De hecho, en los tumores que presenten esta condicion la actividad de
desarrollo y crecimiento debe ser superior. La tendencia de estas graficas de Cajas, si

comparamos la Esclerosis, con la Infiltracion y la Pink atipia son muy parecidas.

5.3.5. Variable Estadio > I.
Se trata de una variable que se aproxima a una significacion estadistica. Hemos
considerado en nuestros resultados por razones de tamafio muestral, la variable
estadio E>I, es decir casos cuyo estadio es superior al I, en lugar de hacer la

distribucion habitual de la OMS de los cuatro estadios (I-1V).

Dicho E>I, incluye también el Tamafio correspondiente T>1. Esta variable presenta 19
casos del total de 60, es decir que 41 se corresponden con CPT que miden 2 0<2 cm
y estan limitados al Tiroides. En el descriptico del analisis multivariante (Tabla 1), de

los 19 casos citados 14 aparecen mutados (42.4%) y 5 no estan mutados (18.5%).
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Como ya se ha dicho anteriormente, da una idea de la relacién entre la mutacion y el
T>1, es decir significa que a mayor T>1 mas posibilidades de aparecer mutados
dichos tumores. Respecto del analisis de porcentaje con la representacion grafica de
cajas, se demuestra que para los casos mutados o Presente, la mediana es 18 (9;31)
y para los no mutados o ausente fue de 7 (3;18), siendo la p=0.025, con una buena

aproximacion a la significacion estadistica.

Si valoramos la representacion gréfica en cajas, la mediana para los casos mutados es
superior a los casos en que estaba ausente. Para Cheng %), los estadios lll y IV se
correspondian con mayor porcentaje de casos mutados. La observacion de nuestra
grafica demuestra el incremento numeérico por mediana del Estadio>1,
correspondiéndose con un peor pronostico. Igualmente determind la relacion entre el
incremento de porcentaje de mutacion y el Tamafio tumoral, por genotipado por
espectrometria de masas y por pirosecuenciacion. Por todo ello, la determinacién de
BRAF por pirosecuenciacion se asocio con alta probabilidad de Estadios III/IV de

enfermedad.

5.3.6 Variable Bordes quirurgicos.
Los Bordes quirargicos afectados son un dato importante por el factor pronéstico, al
verse afectada la capsula glandular y ocupar el tumor partes blandas cervicales.
Prasad y cols ***, no hacen referencia a este signo en su trabajo, sin embargo
Cheng%), si le da importancia. Asi en la secuenciacién por método de Sanger, la
invasion extratidoidea (haciendo referencia a la micro y macroinvasion), le resulté muy
significativa p=0.002. Por otra parte el método de genotipado por espectrometria de

masas dio una significaciéon de p=0.024.

Para nuestros resultados y en el estudio de analisis logistico multivariante, los bordes

afectados estaban en 26 casos (43.3%), de los cuales estaban mutados 18 (54.5%) y
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8 no lo estaban (29.6%), siendo el contraste de ambos grupos de una significacion
casi positiva p=0.053, pero no valorable. Para nuestro estudio de andlisis de
(105)porcentaje de BRAF en escala continua y segun la representacion de Cajas, los
valores de mediana para los mutados fue de 15 (7;31) y para los no mutados de 6.5
(3;18), con una significacion para p=0.063. A pesar de lo cual la tendencia numérica
del porcentaje mutacional se inclina hacia los mutados, como factor negativo a efectos

pronosticos, aunque carezca de un valor significativo.

5.3.7. Variable CPT Encapsulados.
Como ya hemos expuesto previamente, el signo de la Encapsulacion hace referencia a
gue muchos CPT aparecen rodeados de una capsula originada por el propio tumor. Es
una caracteristica particular de muchos Carcinomas Papilares tiroideos. En nuestro
estudio multivariante, el total de casos con esta condicion fue de 34 (57%), de los
cuales 17 estaban mutados (63%) e idéntica cifra 17 (51.7%) no mutados, lo que da un
contraste no significativo, p=0.373. Respecto del andlisis del porcentaje de la
mutacién, la cifra de mediana de mutados esta en 9 (4; 26), mientras para los no
mutados fue superior 11.5 (4; 18), con unas graficas de Cajas que da por hecho que la

mediana de no mutados estaba més alta, aunque no significativa p=0.89.
5.3.8. Variable Subcapsular.

La disposicién subcapsular es otra caracteristica que poseen muchos CPT tiroideos.
Es un hecho que muchos de estos tumores, generalmente de pequefio tamafio pues la
mayoria no superan los 2 cm, tienen la predileccion de ubicarse en el margen interno
préximo a la capsula glandular. No se conoce bien esta razén, pero muchos de ellos

suelen infiltrarla, asi como, ocupar invasivamente el parénquima vecino tiroideo.

En nuestro estudio multivariante, la disposicion subcapsular aparecio en 27 casos

(45%), de los cuales 18 (54.5%) estaban mutados y 9 (33.3%) no lo estaban. Del
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contraste de ambos factores se desprende que la variable subcapsular no es

significativa, p=0.100.

Para el estudio de andlisis de porcentaje y representacion gréfica de Cajas, la mediana
de casos mutados fue 12 (5; 23) y para los no mutados fue de 7(3; 26), no siendo
significativa p=0.708. La observacién de la gréfica de Cajas demuestra que hay cierta
igualdad entre ambos grupos. No obstante, convendria sefialar que esta disposicion es
relativamente frecuente y que pude tener ciertas implicaciones en cuanto al prondstico,

por la posibilidad de infiltracion y de generar metastasis.

5.3.9. Variable Implante tumoral.
El implante tumoral hace referencia a la ubicacion intratiroidea de otro foco de
infiltracién neoplasica idéntica con una diferenciacion muy similar al primario, lo que
para muchas guias quirdrgicas aconsejan la tiroidectomia total cuando se diagnéstica

un CPT homolateral.

Para nuestro andlisis logistico multivariante, la caracteristica Implante tumoral se
presentd en 26 casos (43.3%). Como es de esperar los casos mutados presentaron
mayor nimero de implantes con 17 (51.5%), mientras que para los no mutados se
dieron en 9 (33.3%), coincidente con la idea de peor pronéstico. Sin embargo, no fue

significativa p=0.157, posiblemente por el tamafio muestral.

Respecto del analisis de porcentaje de la mutacién BRAF, la mediana de los mutados
es 15 (3; 26), y de 8 (4; 18) para los no mutados, siendo no significativa p=0.337, lo
que se aprecia claramente en el grafico de Caja correspondiente, cuyas lineas
coinciden con el caracter agresivo de los tumores con BRAF mutado, aunque
estadisticamente no significativo, probablemente por la misa razon ya esgrimida con

anterioridad.

222



-Discusion-

5.3.10 Variable Recidiva Tumoral.
Para la variable Recidiva, considerdndose para ella los casos reintervenidos por
restos neoplasicos o por aparicién de nuevos ganglios linfaticos positivos, esta
variable se dio solamente en 10 casos (16.7%) con predominio en los casos mutados
en 7 casos (21.2 %). Para el analisis de porcentaje, las cifras fueron de 17.5 (4; 26)
para los mutados y de 11(9; 18) para los no mutados, lo que da una p=0.385 no
significativa. No obstante, se aprecia en el gréfico de cajas la mayor tendencia a

mostrar recidivas en los casos mutados.

5.3.11. Variable Metastasis Ganglionares linféaticas.
Por ultimo, valoramos la presencia de metastasis ganglionares linfaticas regionales en
los casos de CPT. Indudablemente, desde un punto de vista anatomoclinico, la
presencia de metastasis ganglionares linfaticas, acompafadas de aumento de tamafio
tumoral, del tipo histolégico, infiltracion y desmoplasia, asi como un TNM y Estadio
altos, son en conjunto los signos que tenemos que valorar con finalidad diagndstica y

prondstica, en un CPT.

Todo lo anterior viene a indicar un prondstico de mayor gravedad, cuando se dan esas
posibilidades. Para nuestro estudio multivariante, la variable metastasis ganglionares
linfaticas se dio en un total de 17 casos (28.4%), 12 mutados (36.4%) y 5 no mutados
(18.5%) con una p=0.127. Como se aprecia, es mas frecuente como era de esperar,

en los casos mutados, aunque no fue significativa con un valor de p=0.085.

Por ultimo, el andlisis del porcentaje de la mutaciéon BRAF mostré datos de 18 (4; 26)
para los mutados y de 9 (4; 18) para ho mutados, con un valor p=0.338, tampoco fue
significativa con una p=0.338, teniendo la representacion de graficos de Caja, la clara

tendencia de aumento de frecuencias en los casos mutados, como era de esperar
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dado el caracter mas agresivo de los tumores que se han desarrollado con la mutacion

positiva.
5.4. DISCUSION RESULTADOS DE LOS CASOS CON MAS DE UNA LESION.

Hemos dejado para el final de nuestra discusion los casos que, por sus caracteristicas
peculiares, presentaron la lesion del CPT correspondiente y otra lesion folicular o

papilar que consideramos interesante estudiar si poseian la mutacion BRAF.

Ya hemos planteado anteriormente la posible relacion entre la mutacion BRAF y los
estadios precoces de los CPT *?7) e incluso autores que detectaron discordancias de
la mutacién en lesiones multifocales de CPT sobre un 40% de los casos 2%):(129),
otros sin embargo encuentran discordancia respecto de la mutacion entre el tumor

primitivo y sus metastasis ganglionares linfaticas 9,

Parece ser que en esta teméatica se plantean dos situaciones. Por un lado la
importancia que la mutacion pueda tener en la evolucion precoz del CPT o bien en los
estadios finales metastéticos; y la segunda si hay diferencias respecto de la mutacién

en diferentes zonas del tumor o incluso dentro de la misma neoplasia ®39,

De esta forma, en una forma jerarquica de evolucion de la mutacion, en una fase
precoz de la neoplasia la misma se transmite a todas las clonas celulares, mientras
tedricamente en los estadios finales solo estarian en algunas clonas. %2 Para ello
Guerra y Sapio **¥ demostraron que los CPT presentaban diferentes clonas celulares
mutadas o bien wild-type. En tal sentido Gandolfi **%, encontr6 rangos de mutacion
que oscilaron entre un 7.5% y un 49.8 %, con una media de 27.4%, entre tumores y

zonas.

Es indudable que dentro de un tumor, pueden aparecer zonas celulares no

neoplésicas, como el estroma, los vasos etc, que ya hemos tratado con anterioridad y
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gue pueden modificar el porcentaje de la mutacion alélica, incluso segun el método de

captacion de las zonas tumorales. @33

Sin embargo, pocas referencias hemos encontrado en el estudio de la mutacion BRAF
en lesiones concomitantes diferentes al CPT, aunque no obstante Nikiforova ©? halld

porcentajes diferentes incluso en mutaciones heterocigaéticas.

Para nuestros casos, hemos encontrado cierta similitud respecto de los porcentajes de
mutacion entre lesiones diferentes en una misma glandula tiroidea. Asi, el caso 13
presentd un CPT de células altas con una mutacién del 7% y una zona
desdiferenciada con una mutacion del 5%. En la mayor parte de la literatura (***
Prasad, Finkelstein**®, o Xing®%%), se asocia la mutacion BRAF con formas agresivas
del CPT. En nuestra casuistica, no hemos detectado esa asociacion, aunque
reconocemos que presentamos pocos casos con ese grado de desdiferenciacion.
Llama la atencién en que tanto la parte diferenciada como la desdiferenciada no
presentan la mutacion, lo que contradice en parte la idea de las diferentes etapas en el

desarrollo de los CPT.

Para el caso n° 15, hemos estudiado tres formas de lesién en el mismo paciente. La
primera es un CPT variante Folicular con una mutacion del 4%. La segunda de un
Adenoma Folicular con un 5% y la tercera una lesion adenomatosa de mayor tamafio
gue mostré una mutacion del 4%. En este caso, las tres lesiones coinciden en el bajo
porcentaje de mutacion alélica, lo cual aparece justificado dado que las formas de CPT
variante Folicular, son las formas de este tumor menor mutacion exhiben, siendo
predictivas en muchas ocasiones de su negatividad, como hemos expuesto con

anterioridad.

El caso n° 17, el CPT fue incidental con una mutacion del 4% y la lesion acompafiante

fue un tipo de neoplasia oxifilica con patron papilar con una mutacion del 4% también.
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En este caso, no mostraba signos nucleares evidentes de carcinoma y es evidente
también, como se ha expuesto anteriormente también, que las lesiones oxifilicas

muestran bajo porcentaje de mutacion.

Por ultimo, el caso 18, mostro la excepcidn a todo lo anteriormente expuesto. EI CPT
fue clasico con un 33% de mutacion y la lesion acompafiante fue una lesién papilar
oxifilica también que no mostré mutacion (3%), que sin embargo viene a confirmar lo

gue hemos planteados en esta parte de la discusion.
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CONCLUSIONES

) La distribucion de nuestros casos revel6 predominio de la variante de CPT Clasica
con el 41.7% de los casos, seguida por la de Células altas con un 16.7%, todo acorde

con la literatura.
II) La mutacién BRAF para el CPT mostro un porcentaje del 55%, en nuestros casos.

[Il) La variable estadistica Infiltracién de los limites tumorales resulté la Unica
independiente, siendo por tanto un signo histolégico de la presencia de la mutacién

BRAF con un valor también de tipo predictivo, segun nuestro andlisis multivariante.

IV) Las otras variables significativas fueron la denominada por nosotros “Pink-atipia”, la

Fibrosis intersticial y la Esclero-desmoplasia tumoral.

V) Segun el estudio estadistico del porcentaje de BRAF en escala continua la Esclero-
desmoplasia se relaciona con un mayor porcentaje de mutacién, mientras que la
fibrosis mostré un signo contrario, revelando que la unién de la primera con la
infiltracién de los limites y la “Pink-atipia” es una asociacion creciente mutacional y por

lo tanto de agresividad del tumor y mal pronéstico.

VI) Los cambios nucleares denominados nucleos vacios o “ground-glass” y el
aclaramiento de la cromatina de los CPT de tanto valor para los patélogos, no
resultaron significativos, siendo necesario recurrir para su correcto diagnostico a otros

signos morfolégicos nucleares, especialmente en la variante Folicular.

VII) El Estadio tumoral >1 resulto significativo para el estudio del analisis de
porcentaje, relacionandose la mutacién BRAF con un peor pronéstico, como se ha

descrito en la literatura.
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VIIl) La metastasis ganglionar linfatica y la metastasis a distancia signos de mal
prondstico no resultaron para nosotros significativas, probablemente por escaso

tamafo muestral de nuestra casuistica.

IX) Desde nuestro punto de vista un estudio histopatolégico detallado mediante las
variables significativas, puede predecir la mutacién en un porcentaje del 87.9 % lo que

influye en la seleccién de los casos candidatos a determinar la mutacion.

X) El estudio por porcentaje de la mutacion BRAF en el CPT es un método muy eficaz
para determinar una hipotética mala evolucion y ser motivo de decidir las terapias

preceptivas oportunas.
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