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Resumen:

Introduccion: El cancer de tiroides es una neoplasia frecuente en el sexo femenino
siendo de mayor incidencia los canceres diferenciados de tiroides,
predominantemente el cancer papilar. El diagnéstico inicial se basa en la clasificacion
citopatologica de Bethesda a partir de muestras obtenidas por citopunciéon. Las
lesiones Bethesda lll y IV representan un reto diagnostico por tratarse de lesiones en
las que no se puede determinar su etiologia por este método. El 30% de estas
lesiones corresponderan a patologia maligna, en su mayoria a la variante folicular del
carcinoma papilar, menos frecuentemente a lesion folicular no invasiva con nucleos
tipo papilares. El carcinoma folicular raras veces es hallado en la pieza quirargica en
nuestra poblacion. Para evitar someter a cirugia a pacientes portadores de patologia
benigna se han estudiado numerosos marcadores tumorales que ayuden a determinar
la etiologia de las lesiones, entre ellos mutaciones de TERTp y BRAF V600E. EIl
objetivo fue valorar la utilidad de estos marcadores en la determinacién etiol6gica de
los nodulos.

Metodologia: Se realiz6 un estudio prospectivo de los pacientes con patologia nodular
tiroidea asistidos en el Hospital Maciel entre octubre del 2020 y abril 2022 que
voluntariamente aceptaron participar, realizando registro tabulado de variantes
clinicas y ecogréficas. Se obtuvo muestra al momento de la citopuncién diagnéstica,
y en el acto quirdrgico de aquellos que se operaron. Se realizé extraccion de ADN,
amplificacion por PCR para genes BRAF, TERT y KRAS. BRAF V600E fue estudiado
mediante AS-PCR y visualizacion del producto amplificado mediante electroforesis en
gel de agarosa y KRAS con el kit cobas KRAS Mutation Test. Se contrastaron los
resultados con las variables clinicas, ecogréficas, clasificacion Bethesda y la
anatomia patolégica de los pacientes operados. También se buscé la mutacion BRAF
V600E mediante biopsia liquida en sangre.

Resultados: Se incluyeron 155 pacientes en el estudio de los que se obtuvieron 180
muestras y 33 piezas en parafina. Para la poblacion general de los pacientes se
encontré una edad media de 55.0 +/- 14.3 afios, 145 (93.5%) fueron de sexo femenino
y 10 (6.5%) de sexo masculino. Los nddulos correspondieron a Bethesda Il en 136
(88.3%) pacientes, Bethesda Ill en 2 (1.3%) pacientes, Bethesda IV en 4 (2.6%)
pacientes, Bethesda V en 8 (5.2%) pacientes y Bethesda VI en 4 (2.6%) pacientes.
Se sometieron a cirugia 23 (14.8%) pacientes ya sea por puncién sugestiva o
confirmatoria de malignidad o por el tamafio del bocio aun con punciones benignas.
Se confirmé malignidad en 13 (8.4%). Se identificé la mutacion BRAF V600E en las
muestras de 16 (9.8%) de los pacientes. Entre los pacientes que presentaban la
mutacion y los que no la presentaban se vio diferencia significativa en el nimero de
nodulos, la ecogenicidad y la proporcion de pacientes con citologia benigna. Se
identificaron como factores de riesgo el sexo masculino, el nUmero de nodulos, la
presencia de calcificaciones, la hipoecogenicidad y la consistencia sélida. Se encontro
asociacion entre la patologia maligna y la presencia de la mutacion BRAF V600E
(p<0.001), estando la mutacion presente en 62.5% de los pacientes portadores de
patologia maligna. Se obtuvo una sensibilidad de 64.7% y especificidad de 95.4%,
con valor predictivo positivo de 75.9% y valor predictivo negativo de 92.3%. Se logré
la amplificacion de KRAS normal, no identificandose pacientes con las mutaciones de
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interés en nuestra poblacidén. No se logré amplificacion de TERT ni de ADN circulante
de BRAF mediante biopsia liquida.

Conclusiones: La deteccion del marcador molecular BRAF V600E es una técnica
adecuada para completar la valoracion citopatologica de los nédulos tiroideos,
pudiendo ayudar en la toma de decisiones terapéuticas.

Palabras clave:

Noédulo tiroideo problema, citologia indeterminada, BRAF V600E, TERTp, KRAS,
biopsia liquida, cancer de tiroides
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Introduccién:

El cancer de tiroides es la neoplasia maligna mas frecuente del sistema endocrino
(Cabanillas, 2016). En Uruguay se presenta con una incidencia de 2,81 casos cada
100.000 habitantes/afio en mujeres y 0,73 casos cada 100.000 habitantes/afio en
hombres (Barrios, 2020). Los canceres diferenciados de tiroides corresponden
aproximadamente al 95% de todos los canceres de tiroides, siendo menos del 5% la
proporcion de canceres medulares o indiferenciados (Ferrari, 2018). Suelen
presentarse en forma de nddulo tiroideo el cual puede ser solitario 0 asentar sobre
una glandula patolégica. La mayoria de los nddulos tiroideos no son neoplasicos
correspondiendo en general a nédulos de hiperplasia-involucion (Cimarra, 2014).

La deteccidon de nodulos tiroideos en la poblacién adulta ha ido en aumento en los
tltimos afos principalmente vinculado a los avances de la tecnologia y el uso
difundido del estudio de ecografia (Cimarra, 2014; Sanabria, 2018; Diaz, 2023). Es
de fundamental importancia diferenciar si estos corresponden a patologia benigna o
maligna dadas sus implicancias prondsticas y terapéuticas.

Las lesiones clasificadas como Bethesda Ill y IV son las que representan un auténtico
reto diagnéstico (Ali, 2023; Alzumaili, 2023; Macvanin, 2023; Patel, 2023). El 25 a
30% de estas lesiones corresponderan a neoplasias malignas en el estudio
posquirdrgico de la pieza (Laguzzi, 2014; Ferris, 2015; Macvanin 2023). La mas
frecuente es la variante folicular del carcinoma papilar que corresponde a lesiones
con patron folicular no encapsuladas con atipias nucleares papilares tipicas (Diaz,
2023).

En este tipo de nddulos, la citologia no es suficiente para determinar si se trata de
una patologia benigna o maligna, siendo necesario un estudio histologico de la pieza
lo que lleva en muchos a casos a recurrir a la cirugia como ultimo gesto diagnéstico.
Se suele optar por lobectomia, que en casos de patologia benigna implica un
sobretratamiento, mientras que de tratarse de una patologia maligna el tratamiento
resulta insuficiente, limitando opciones terapéuticas, en especial el uso de radioyodo,
pudiendo evolucionar a una recurrencia tumoral (Angell, 2018; Walters, 2021).

El conocimiento de mecanismos moleculares de la carcinogénesis tiroidea aporta
informacion relevante y oportunidad para el desarrollo de pruebas diagnésticas y
algoritmos terapéuticos con potencial beneficio para la practica asistencial (Prete,
2020). En el afan de evitar cirugias innecesarias, en los ultimos afios se han buscado
marcadores moleculares, siendo los més estudiados TERTp, BRAF V600E, TSHR,
H/K/RAS, RET y PAX8/PPARg, con potencial utilidad para dilucidar la etiologia
benigna o maligha de los noédulos tiroideos indeterminados (Nikiforov, 2017; Alzumaili,
2023; Patel, 2023).

Importancia del tema:

Los marcadores moleculares para el cancer de tiroides ya han sido valorados a nivel
mundial, sin embargo, no existen estudios sobre estos marcadores en nuestro medio.
Destacamos la importancia de validar dichos marcadores en nuestra poblacion dado
gue, reducir el nUmero de cirugias realizadas en casos con patologia benigna, implica
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un beneficio para el paciente, evitando morbilidad a corto y largo plazo, asi como para
el sistema de salud, disminuyendo la carga econémica de cirugias innecesarias. De
la misma manera permitird optimizar recursos optando por la opcion quirirgica en
pacientes que presentan nodulos problema con mutaciones sugestivas de
malignidad, evitando un seguimiento que puede ser prolongado con la posibilidad de
pérdida del paciente durante el mismo y consecuente progresion de su enfermedad.

Este estudio también permitiria evaluar la prevalencia de los diferentes tipos de
cancer de tiroides en nuestra poblacion ya que ésta ha ido cambiando con el tiempo,
disminuyendo la incidencia del cancer folicular tradicionalmente vinculado a la
deficiencia de yodo. Este cambio se vio influenciado por politicas de salud publica que
implican la yodacion de la sal de mesa.

Cada vez surge mas evidencia del interés del estudio poblacional de los marcadores
moleculares en conjunto con el nuevo enfoque de la medicina personalizada y de
precision, por lo que creemos que nuestro trabajo significara una contribucion real
para el manejo clinico del cancer de tiroides en Uruguay.



Reseiia anatdmica, histoléqgica y funcional:

La glandula tiroides es parte del sistema
enddcrino, es una glandula impar situada a
nivel de la logia tiroidea en el compartimiento
anterior del cuello. Esta logia se delimita por
el hueso hioides por encima, el hueco
esternal por debajo, los musculos
esternocleidomastoideos a ambos lados y la
fascia cervical y musculos infrahioideos por
delante. Los ndédulos tiroideos grandes son
visibles a simple vista (Figura 1).

Figura 1: Imagen anterior de cuello, La glandula estd compuesta por dos I6bulos,

Bocio grado IV con nodulo mayor a  derecho e izquierdo, unidos por un istmo

derecha (Imagen de nuestra autoria)  transversal. Los l6bulos tiroideos presentan

una base mas gruesa que se adelgaza hacia

arriba hasta terminar en un vértice y se extiende desde el cartilago tiroideo hasta el
5to o 6to anillo traqueal (Latarjet, 1999; Rouvier, 2005).

La glandula tiroidea evoluciona con la edad y
varia en las mujeres en relacién con el ciclo
menstrual y el embarazo. La glandula se
relaciona por delante con el plano muscular
infrahioideo, esternocleidomastoideo y plano
musculofascial superficial. Por detras con el
eje visceral del cuello compuesto por la
faringe, traquea y el esofago y los nervios
laringeo superior y recurrente. Lateralmente el
eje yugulocarotideo y el nervio vago, el asa del
hipogloso y el simpatico cervical. A nivel de los
polos superior e inferior presenta intima
relacion con las glandulas paratiroides, si bien

Figura 2: Visién anatomica del cuello.

(Atlas de anatomia humana, Netter, ) < o
F. 7ma edicién) la topografia y numero de estas Ultimas puede

ser variable (Latarjet, 1999; Rouvier, 2005)

(Figura 2).

La irrigacion es por las arterias tiroideas superiores e inferiores que se anastomosan
entre ellas mediante el arco comunicante supraistmico y las anastomosis
longitudinales posteriores. Las arterias tiroideas superiores e inferiores se acompanan
de las venas tiroideas superiores e inferiores para el drenaje venoso de la glandula.
Las venas tiroideas medias no acomparfian arterias y se encuentran en niumero de
dos o tres formando plexos y conducen las hormonas tiroideas a la circulacion general
(Latarjet, 1999; Rouvier, 2005).



El drenaje linfatico de la tiroides se produce primero hacia los ganglios peritorideos y
periviscerales (ganglios prelaringeos, pretraqueales y paratrqueales; grupo VI) y
mediastinales superiores (grupos VII) y luego hacia los grupos yugulocarotideos y
supraclaviculares (grupos IlIA, 11l IV y VB) (Zanaret, 2005) (Figura 3)

‘ ‘ Figura  3: Grupos  ganglionares: IA ganglios
submentonianos; IB ganglios submandibulares; IIA ganglios
d yugulares altos por delante del nervio espinal; 1B por detras
del nervio espinal; Ill ganglios yugulares medios; IV
ganglios yugulares bajos; VA ganglios del triangulo posterior
por encima de borde inferior de anillo cricoideo anterior, VB
por debajo de ese borde; VI ganglios del compartimiento
central del cuello, periglandulares y periviscerales
(prelaringeos, pretraqueales y paratraqueales); VI
mediastinales superiores.

(Pitoia, F. Thyroid cancer. In search of individualized
treatment. Medicina 72(6):503-13)

Estas relaciones, asi como su irrigacion y drenaje
linfatico cobran especial importancia ante la patologia maligna ya que la invasion de
estructuras vecinas tendré implicancias sobre la técnica quirdrgica.

La unidad funcional de la glandula es el foliculo tiroideo que corresponde a una
formacion redonda u oval y con una pared revestida por células foliculares. La luz
folicular contiene el coloide, entre el coloide y las células es posible encontrar
vacuolas de reabsorcion. Los foliculos van de 1mcr a 1mm de didmetro segun si se
hallan en fase secretora o de almacenamiento y entre ellos encontramos tejido
conectivo. Los foliculos pueden componerse de células foliculares, involucradas en la
produccion, sintesis y almacenamiento de hormonas tiroides y células parafoliculares
o C, que corresponden al sistema neuroendocrino (Heredia-Jara, 2021).

Las células foliculares normales tienen un citoplasma eosinfofilo, con nucleos
redondos, cromatina homogénea, uno o mas nucleolos y abundante reticulo
endoplasmatico rugoso, lisosomas mitocondrias y aparato de Golgi. Las células
foliculares expresan tiroglobulina y receptor para tirotropina (TSH) (Heredia-Jara,
2021).

Las células parafoliculares corresponden a menos del 0.1% de la glandula y se ubican
dentro de la membrana basal del foliculo, sin estar expuestas a la luz folicular, de ahi
su nombre. Los nucleos de estas células son algo mas grandes y palidos, y se
identifican numerosos granulos neurosecretores de diferente densidad. Estas células
producen calcitonina que participa en la regulacion del calcio sérico y su funcion
presenta regulacion negativa por los niveles de calcio en sangre. A diferencia de las
células foliculares que se tifien con los colorantes habituales como hematoxilina y
eosina, estas células se identifican mediante inmunohistoquimica con anticalcitonina
(Heredia-Jara, 2021).

El coloide esta compuesto por tiroglobulina que es una glucoproteina dimérica yodada
producida por las células foliculares (Heredia-Jara, 2021).



La funcion de la glandula tiroides es la produccién de hormona tiroidea que actla en
casi todos los tejidos del organismo a nivel nuclear regulando el metabolismo. La
sintesis de estas hormonas se produce en la célula folicular y estd compuesta de
tiroglobulina y yodo. La membrana de la célula capta yoduro y lo almacena en
vesiculas que en su interior se oxida a yodo. Ahi se une a aproximadamente 10% de
los residuos de tirosina que posteriormente formaran tiroglobulina y da
monoyodotirosina o diyodotirosina. La unién de dos residuos de diyodotirosina da
tiroxina (T4) y la unién de un resido de monoyodotirosina con uno de diyodotirosina
da triyodotironina (T3). En el reticulo endoplasmatico rugoso se produce la sintesis
de tiroglobulina a partir del contenido de las vesiculas y esta formada por T3, T4,
diyodotirosina, monoyodotirosina y tirosina sin yodar. La tiroglobulina es transportada
a la luz del foliculo y almacenada junto con el coloide. Cuando se requiere T4 se
interioriza coloide a la célula folicular en endosomas que se fusionan a lisosomas y
por accion de las hormonas liticas se libera T3 y T4 al torrente sanguineo. La
diyodotirosina y monoyodo tirosina que es degradada dentro de la célula folicular se
recicla para reutilizacion del yodo. En la tiroides se produce el 100% de la T4 y el 20%
de la T3 circulantes. A nivel sanguineo ambas hormonas se hallan unidas a proteinas
transportadoras, en su mayoria a la globulina transportadora de tiroxina (Heredia-
Jara, 2021; Santiago-Pefa, 2021).

Esta produccién es estimulada por la hormona TSH secretada a nivel de la hipdfisis,
la cual tiene una regulacién negativa, ante bajos niveles de hormona tiroidea aumenta
la produccion de TSH estimulada por la produccion de triptorelina (TRH) a nivel del
hipotalamo (Santiago-Pefa, 2021).
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Patologia tiroidea

Noédulo tiroideo:

El nddulo tiroideo es una entidad de dificil definicion ya que no constituye una entidad
nosolégica definida. Estos corresponden a una estructura distinta al parénquima
circundante, de forma redondeada u ovoidea, localizada sobre una glandula tiroides
homogénea. Estos nodulos pueden ser Unicos o multiples y pueden corresponder a
diversas patologias benignas o malignas que asientan sobre la glandula (Cimarra,
2014, Durante, 2018).

Los nodulos tiroideos son una patologia frecuente en la poblacion y se incrementa su
frecuencia con la edad. Su identificacion mediante el examen clinico de cuello es del
5 al 10%. Hoy en dia los avances tecnolégicos y el mayor acceso a estudios
paraclinicos por parte de la poblacion permiten la identificacion de nodulos mas
pequefios que previamente pasaban desapercibidos mediante el examen, siendo su
incidencia de hasta el 70% segun diversos reportes (Takami, 2013; Cimarra, 2014;
Haugen, 2016, Durante, 2023). El aumento del diagndstico también se puede ver
incrementado en relacion a la situacion medicolegal de cada pais, dado que en
algunos paises hay un alto niumero de litigios por mala praxis. Ante esta posibilidad
algunos meédicos solicitan paraclinica adicional para evitar pasar por alto una
patologia potencialmente maligna por miedo a las posibles consecuencias
medicolegales, aun cuando la indicacién del estudio no sea realmente necesaria
(Sanabria, 2018).

El aumento del diagnostico en la poblacion, aun en la poblacion asintomatica, plantea
el desafio de lograr también un diagnadstico etiolégico.

El incremento en la deteccion de nédulos tiroideos implica, a nivel individual, la
concurrencia a nuevas citas en el hospital para completar los estudios diagndésticos
por parte del paciente. A nivel institucional, aumenta la sobrecarga del sistema en
cuanto a disponibilidad de recursos materiales y humanos para realizar los
procedimientos necesarios, asi como un incremento exponencial en los costos.
Estudios que, considerados individualmente no corresponden a un gasto elevado, al
considerarlos en su conjunto con el aumento del nimero de pacientes, pueden
representar un costo no despreciable para las diversas instituciones. Y en algunos
casos este costo se puede perpetuar en el tiempo cuando los pacientes requieren un
seguimiento prolongado o someterse a un procedimiento quirdrgico (Castro Porto
Silva Janovskt, 2018; Hyun, 2019).

Cancer de tiroides:

Si se toman en consideracion todos los nédulos tiroideos, 5 a 15% de ellos
corresponderan a cancer de tiroides (Haugen, 2015, Durante, 2023), siendo estos los
canceres mas frecuentes del sistema enddécrino (Baloch, 2022). Corresponden al 1%
del total de los canceres (Takami, 2013).

La incidencia del cancer de tiroides ha aumentado en las ultimas tres décadas a nivel
mundial y se espera que se posicione en el 4to lugar por incidencia para el 2030
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(Sanabria, 2018). Este aumento se relaciona con el avance en los métodos
diagndsticos, sin embargo, la mortalidad se ha mantenido igual en la mayoria de los
paises (Takami, 2013; Haugen, 2016; Takano, 2017; Solis-Pazmino, 2021). Esto
podria estar vinculado con el diagnéstico de mayor cantidad de noédulos de tamafio
mas pequefio, que podrian corresponder a microcarcinomas papilares los cuales
presentan evolucibn menos agresiva que los canceres diferenciados de tiroides
(Sanabria, 2018). Sin embargo, es importante destacar que, en algunos paises de
Ameérica del Sur, como Ecuador, Colombia y Peru se registran las mayores tasas de
mortalidad por cancer de tiroides so6lo superados por Kuwait (Sierra, 2016)

En Uruguay se mantiene la misma tendencia que a nivel mundial, con un gran
aumento de la incidencia en los ultimos afios, manteniéndose estable o incluso
levemente disminuyendo la mortalidad (Garau, 2019; Comisién Honoraria de Lucha
Contra el Cancer). De acuerdo a lo reportado por la Comisién Honoraria de Lucha
Contra el Cancer en el Registro Nacional del Cancer en su informe del 2024, la
incidencia del cancer de tiroides fue de 10.25 casos cada 100.000 habitantes/afio en
mujeres y 1.94 casos cada 100.000 habitantes/afio en hombres. De esta forma se
posiciona en el 5to lugar por su incidencia en mujeres y no se halla dentro de los
primeros 10 cénceres por incidencia en hombres (Comision El proceso de
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Figura 4: A la izquierda grafica de incidencia para el periodo 2002-2015 por sexo, a la
derecha gréfica de incidencia y mortalidad de los 10 canceres mas frecuentes en mujeres
para el periodo 2016-2020, abajo la mortalidad por sexo para el periodo 1990-2020
(https://www.comisioncancer.org.uy).
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carcinogénesis tiene multiples pasos en los cuales las células foliculares o
parafoliculares tiroideas sufren dafio a nivel del genoma, particularmente sobre los
proto-oncogenes o los genes supresores de tumor. Estos dafios otorgan a la célula la
capacidad de proliferar, invadir tejidos circundantes y en algunos casos la habilidad
de generar metéstasis a distancia (Takano, 2017).

Los canceres de tiroides se pueden dividir en diferenciados que incluyen el cancer
papilar y folicular, pobremente diferenciados, anaplasico y medular. Recientemente
se afiadio el cancer pobremente diferenciado como una categoria aparte ya que antes
era considerado dentro de los canceres diferenciados. Dentro de estos es
ampliamente mas frecuente el cancer papilar siendo su incidencia en torno al 90%,
menos frecuente es el cancer folicular en sélo el 5% de los casos (Takami, 2013).

El cancer papilar de tiroides es en general esporadico, si bien también hay reportes
de carcinoma papilar familiar y se caracteriza por la alineacion de células con una
forma papiloide con nucleos alargados, con cromatina periférica, nucleoplasma claro,
contornos irregulares y pseudoinclusiones nucleares. Muchas veces aparecen como
nucleos vacios, por lo cual han recibido la denominacion de “nucleos como los ojos
de la huerfanita Annie” Estas caracteristicas nucleares son las que permiten el
diagnostico mediante la citopuncion preoperatoria. La permeacioén linfatica de estos
tipos de canceres explica el relativamente alto riesgo de adenopatias positivas. Los
subtipos con células altas, columnares y en tachuela se asocian a mayor agresividad
(Pinto-Blazquez, 2020; Baloch, 2022) (Figura 5)
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Figura 5: A laizquierda se ven nucleos irregulares, grandes y pseudoinclusiones nucleares
(Pinto-Blazquez, 2020), a la derecha se ve el clasico crecimiento con patrén papilar y

”

nucleos vacios “‘como ojos de la huerfanita Annie
(https://www.pathologyoutlines.com/topic/thyroidpapillary.html).

Los microcarcinomas papilares corresponden a un subtipo del cancer papilar
definidos por tamafio menor a 1cm (Baloch, 2022) y han visto aumentada su
incidencia en los ultimos afios como consecuencia de la mejor resolucion de los
ecografos y personal mas entrenado en su uso. Si bien estos corresponden a
canceres propiamente dichos, su capacidad de proliferacion es limitada vy
corresponden solo en un 5 a 8% de los mismos a canceres agresivos. No contribuyen
significativamente a la mortalidad por cancer de tiroides. Se plantea que los

13



macrocarcinomas presenten una evolucibn mas agresiva en relacion a mayor
acumulacion de mutaciones con el paso del tiempo (Takano, 2017; Lopez, 2021).

Otra variante poco agresiva dentro de los canceres de tiroides es la neoplasia tiroidea
folicular no invasiva con caracteristicas nucleares de tipo papilar o NIFTP por sus
siglas en inglés, antes conocida como variante folicular no invasiva del carcinoma
papilar. Para considerarse dentro de esta categoria el tumor debe cumplir con las
condiciones de buena delimitacibn o encapsulacion, menos de 1% de papilas,
ausencia de cuerpos de psamoma, caracteristicas nucleares de carcinoma papilar,
ausencia de invasion vascular, capsular y necrosis. Si bien este tipo de tumor tiene la
capacidad de producir metéstasis, su incidencia es menor al 1%, misma condicion
gue comparten con los tumores de potencial maligno incierto y los tumores
trabeculares hialinizantes (Baloch, 2022). Esta clasificacion tendra también
implicancias sobre la terapéutica (Figura 6).
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Figura 6: A la izquierda NIFTP rodeado por una capsula, sin invasion. A la derecha se ven
foliculos de tamafio pequefio a normal, con caracteristicas papilares como nudcleos
alargados, con membranas irregulares y aclaramiento de la cromatina (Baloch, 2022)

El carcinoma folicular se define como el tumor tiroideo que crece a partir de células
foliculares que no presenta caracteristicas nucleares del cancer papilar. Son
neoplasias encapsuladas de crecimiento invasivo. Este se puede clasificar en
minimamente invasivo, encapsulado, angioinvasivo y ampliamente invasivo
aumentando su agresividad respectivamente. Los tumores de células de Hurtle
presentan mas del 75% de células oncociticas y los no invasivos corresponden a
adenomas oncociticos (Baloch, 2022).

El carcinoma pobremente diferenciado es
una neoplasia de células foliculares con
escasa diferenciacion y es una etapa
intermedia entre el cancer diferenciado y
el anaplasico. Se presenta con histologia
sélida, trabecular, patrén de crecimiento
insular o una combinacion de estos
(Baloch, 2022). (Figura 7)

N,
Figura 7. Carcinoma  pobremente
diferenciado. Se identifica necrosis vy
ausencia de patrén papilar (Baloch, 2022)
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Los carcinomas anaplasicos son los canceres de tiroides de peor prondstico y estan
dentro de los tumores humanos mas agresivos; las células que los componen son
indiferenciadas pudiendo presentar un componente de carcinoma diferenciado.
Dentro de esta categoria se encuentran también los carcinomas escamosos de
tiroides con el que comparte un ominoso prondstico (Baloch 2022). (Figura 8).
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Figura 8: A la izquierda cancer anaplasico con diferenciacibn escamosa asociado a
carcinoma papilar con células en tachuela. A la derecha cancer anaplasico con células en
forma de huso (Baloch, 2022)

El carcinoma medular se desarrolla a partir de las células parafoliculares o células C
de la glandula tiroides y se caracteriza por la produccion de calcitonina. En este tipo
de cancer de tiroides es mas frecuente la presentacion familiar respecto a los demas
y alcanzan hasta el 40% de los casos contra s6lo 5% de presentacion familiar en los
canceres diferenciados. Los canceres medulares asocian el sindrome MEN2 en 20 a
25% de los pacientes (Takami, 2013). En estos casos su aparicion es mas temprana
en la vida que en los casos esporadicos (Master, 2023). Su agresividad se valora en
base a su capacidad de proliferacion (actividad mitética y Ki67) y necrosis (Baloch,
2022) (Figura 9)

":3"0 "‘.ﬁ;"ﬂ'ﬂ ¥ ) = '--,(,—u-d i ;?' :";g;,:‘é.; ﬁi
-f.’? :3 :’ | '-.?'o”{“’e g e
¥

3‘9} vs

Figura 9: A la izquierda ejemplo de cancer medular de alto grado. En el centro una cuenta
mitotica de 16 mitosis por campo. A la derecha Ki 67 de 35% (Baloch, 2022)
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Diagndstico:

Presentacion clinica:

La presentacion clinica de la patologia tiroidea maligna se manifiesta inicialmente con
la identificacion de un nédulo que asienta sobre la glandula tiroides. Este puede ser
Gnico o mdltiple. Al tomar contacto con el paciente se debe consignar una historia
clinica completa. En cuanto a los antecedentes familiares, se debera indagar si a
alguien en su familia se le diagnosticé cancer de tiroides dada la existencia de
patologias tiroideas con alto componente genético. En lo que respecta a los
antecedentes personales, se debera consignar alteraciones tiroideas funcionales o
morfologicas preexistentes, tumores asociados sobre las glandulas paratiroides
suprarrenales o del tracto digestivo por su asociacibn mediante el sindrome de
neoplasia enddcrina mudltiple tipo 2, exposicion a radiacion terapéuticas o
ambientales, procedencia en relacion a areas con déficit de yodo y presencia de
obesidad (Takami, 2013; Cimarra, 2014; Haugen 2016, Durante, 2023). En las
mujeres se deben consignar también los antecedentes ginecobstétricos dada la
relacion del ciclo ovulatorio con el desarrollo de nddulos tiroideos (Wang, 2021).

Una vez registrados detalladamente los antecedentes se procede a indagar sobre la
patologia actual del paciente. En relacién al nédulo problema se debe consignar la
fecha de aparicion en caso de que lo haya notado el paciente, o la fecha del estudio
paraclinico en el cual se identificoO el mismo, la evolucion en el tiempo en cuanto a
aumento del tamafio y presencia de sintomas asociados como dolor, cambios en la
piel, alteracién en la fonacion, respiracion o degluciéon. En cuanto al funcionamiento
de la glandula sera importante conocer elementos clinicos de hiper o hipotiroidismo
ya que la presencia de un nodulo hiperfuncionante aleja del planteo de patologia
maligna (Cimarra, 2014, Durante, 2023). Como caracteristica clinica, el cancer de
tiroides no produce hormona tiroidea, y por lo tanto no da hipertiroidismo, aunque
existen excepciones (Almeida, 2012).

El examen fisico debe estar dirigido a identificar el nédulo o nédulos, su numero,
tamafio y ubicacidén en la glandula. Se deben examinar las cadenas ganglionares
cervicales para despistar presencia de adenopatias. En lo general sera importante
consignar el estado general del paciente, asi como su estado de &nimo y condicion
de piel y faneras como elementos de disfuncion tiroidea (Takami, 2013; Cimarra,
2014).

Los hallazgos clinicos sugestivos de malignidad son los antecedentes familiares de
cancer de tiroides, exposicién a radiaciones ionizantes en la infancia o adolescencia,
sexo masculino, edad menor a 20 o mayor a 70 afos, la presencia de disfagia o
disfonia, rapido crecimiento, nédulo solido, fijo y duro, tamafio mayor a 3cm y
presencia de adenopatias palpables (Cimarra, 2014).

Estudios paraclinicos:

Una vez identificada la presencia de un nodulo tiroideo son necesarios estudios
paraclinicos adicionales para evaluar su etiologia.
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Ante cualquier patologia que asiente sobre la glandula tiroidea es fundamental evaluar
la funcion glandular. Esto se realiza mediante paraclinica sanguinea con
cuantificacion de TSH, T3 y T4 determinando si se trata de una glandula
normofuncionante, hiper o hipofuncionante. (Cimarra, 2014; Haugen, 2016)

El primer estudio imagenoldgico a solicitar es la ecografia tiroidea con doppler color.
Este estudio es econémico, ampliamente disponible y que no implica radiaciones
ionizantes. Si bien es un estudio técnico dependiente, en los ultimos afios se ha
aumentado ampliamente la sensibilidad del mismo dado los avances tecnoldgicos que
permiten una mejor resolucion, asi como la mayor practica de los técnicos actuantes.
En manos expertas tiene una sensibilidad de hasta 100% y una especificidad del 93%.
Este estudio permite la valoracién de la glandula tiroidea, asi como la determinacién
precisa del numero, tamafio, ecogenicidad, consistencia y vascularizaciéon de los
ndédulos que asientan sobre ella. Evalta también en el mismo estudio la presencia de
adenopatias asociadas y sus caracteristicas. A su vez se podran identificar elementos
sugestivos de malignidad tanto a nivel del nédulo como de las adenopatias. Con
técnicos entrenados también se podra detectar signos directos o indirectos de
invasion de estructuras vecinas en caso de patologia maligna (Cimarra, 2014,
Haugen, 2016).

Distintos elementos ecograficos permiten estimar la probabilidad de que un nddulo
sea maligno o benigno y se sintetizan en la clasificacion TiRads. Esta cuenta con 6
categorias. TiRads 1 es la glandula tiroidea normal. TiRads 2 son los nddulos
anecoicos no vascularizados con sectores hiperecogénicos, nodulos no
encapsulados, mixtos o con sector sélido vascularizado y sectores hiperecogénicos,
corresponde a nédulos benignos con 0% de probabilidad de malignidad. TiRads 3 son
nddulos hiper, iso 0 hipoecogénicos, parcialmente encapsulados, con vascularizacion
periférica en tiroiditis de Hashimoto, en general son benignos con probabilidad de
malignidad <5%. TiRads 4a son nodulos sélidos o mixtos con fina capsula, lesiones
hipoecogénicas con limites mal definidos sin calcificaciones o nddulos hiper, iso o
hipoecogénicos, con capsula gruesa Yy calcificaciones, tienen significado
indeterminado y probabilidad de malignidad de 5 a 10%. TiRads 4b son los nédulos
hipoecogénicos, no encapsulados, con forma y margenes irregulares, con o sin
calcificaciones, son sospechosos de malignidad y su probabilidad es entre 10 y 80%.
TiRads 5 son nédulos hipoecogénicos, no encapsulados, con multiples calcificaciones
periféricas e hipervascularizacion, son consistentes con malignidad con una
probabilidad >80%. TiRads 6 corresponde a los pacientes con confirmacion citolégica
de malignidad y esta informada una probabilidad del 100% (Horvath, 2009).

El siguiente paso diagndstico es el estudio citoldgico de los nédulos y las adenopatias.
Este procedimiento afios atras se realizaba a ciegas puncionando directamente sobre
el nédulo palpable. Posteriormente se instauré como el gold standar la realizacion de
puncion aspirativa con aguja fina guiada por ecografia. De esta forma se logra un
mejor rendimiento dado que se tiene mayor seguridad de estar obteniendo una
muestra de un sector representativo del nédulo, asi como también disminuye los
riesgos de lesion de estructuras vecinas (Levine, 2023) (Figura 10).
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Figura 10: A la derecha puncion aspirativa con aguja fina ecoguiada, a la izquierda
ecografia correspondiente al paciente, A trayecto de aguja de puncion; B vena yugular
interna; C l6bulo tiroideo izquierdo; D arteria cardtida coman; E noédulo tiroideo; F
trdquea; O extremo de aguja de puncion. (Imagen de nuestra autoria).

El procedimiento se realiza mediante la puncidn con aguja n°23 y aspiracion celular
gue posteriormente se evaluara al microscopio en busca de elementos de malignidad
(Cimarra, 2014). La indicacion de puncion de un nédulo se basa en su tamafio y la
sospecha de malignidad. La puncion esta indicada en nddulos mayores a 1cm con
alta sospecha de malignidad, mayores a 1.5cm con baja sospecha de malignidad o
mayores a 2cm con muy baja sospecha de malignidad (Haugen, 2015, Durante,
2023).

Para poder sistematizar los hallazgos citol6gicos en el 2009 se instaurd la clasificacién
de Bethesda por el Instituto Nacional del Cancer (NCI) de Estados Unidos. Esta utiliza
6 categodricas que corresponden a Bethesda |, citologia insuficiente, Bethesda I,
benigno; Bethesda lll, atipia folicular de significado incierto; Bethesda 1V, neoplasia
folicular; Bethesda V, sospechoso para malignidad y Bethesda VI, maligno. (Tabla 1)
Estas categorias se asocian con distintas probabilidades de malignidad, siendo 2 a
7% para los nodulos benignos, 13 a 30% para la atipia folicular indeterminada, 23 a
34% para la neoplasia folicular, 67 a 83% para la sospecha de malignidad y 97 a
100% para los nédulos malignos (Ali, 2023).

Tabla 1: Clasificacion Bethesda

Probabilidad de malignidad
I Citologia insuficiente

Il Benigno 2-T%

[l Atipia folicular de significado incierto  13-30%
IV Neoplasia folicular 23-34%
V  Sospechoso de malignidad 67-83%
VI  Maligno 97-100%

El centellograma se solicita en nédulos hiperfuncionantes, no siendo el objetivo de
este trabajo dado que aleja de que se trate de una patologia maligna. Otras imagenes
como tomografia, resonancia magnética o PET-TC no son utilizadas en la valoracion
nosologica, sino para evaluar repercusion o extension lesional.
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Ante el hallazgo de patologia potencialmente maligna se solicitan estudios adicionales
en vistas al acto anestésico quirargico. Estos corresponden a la cuantificacién de
calcemia para descartar afeccion previa de las glandulas paratiroides, laringoscopia
indirecta y valoracion por otorrinolaringélogo para descartar afeccion preexistente de
las cuerdas vocales, radiografia de cuello de frente y perfil dado que determinadas
patologias cervicales pueden limitar la movilidad del cuello para obtener una
adecuada posicién operatoria y valoracion por cardiélogo y anestesista para valorar
los riesgos de la cirugia (Cimarra, 2014).

Cuando nos encontramos con nédulos clasificados como Bethesda Il no son
necesarios estudios adicionales a no ser que el nddulo cambie sus caracteristicas y
esta indicado reevaluar en 3 a 5 afios (Durante, 2023). Ante las categorias Bethesda
V o VI en nuestro medio se opta por la cirugia, si bien en otros paises se puede
considerar la vigilancia activa en casos seleccionados, esto serd discutido mas
adelante con el tratamiento. El problema diagndstico se plantea en los pacientes
clasificados como Bethesda Il o IV en los cuales no se puede descartar que se trate
de una patologia maligna. En estos casos se puede optar por el seguimiento de los
pacientes con repeticion de la citologia o incluso puede ser necesario avanzar hasta
el acto quirargico para un estudio completo de la lesidn para determinar su etiologia
(Durante, 2023). Situacién que, si bien tiene una muy baja frecuencia de
complicaciones, de presentarlas puede impactar la calidad de vida del paciente
sumado a la necesidad de tratamiento de remplazo hormonal de por vida en los casos
gue se debe realizar una resecciéon glandular total.

Es en estos casos que precisamos contar con pruebas diagndsticas que nos orienten
a la etiologia evitando cirugias innecesarias, asi como priorizar la cirugia en vez del
seguimiento y repeticidn de citologia en pacientes de alto riesgo. Es por este motivo
gue las guias diagnosticas desarrolladas por las organizaciones europeas (ETA) y
americanas (ATA) incluyen hoy el uso de marcadores moleculares para contar con
més informacion respecto a la potencial malignidad del nédulo previo a la toma de
una conducta (Haugen, 2015; Durante, 2023). Actualmente en nuestro pais el uso de
dichos marcadores no esta difundido por su costo, si bien algunas instituciones los
usan en casos puntuales.
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Marcadores moleculares:

En las ultimas décadas se han hecho grandes avances en el conocimiento del
mecanismo genético del cancer de tiroides. Esto se dio gracias al desarrollo de
técnicas de secuenciacion que permiten obtener las caracteristicas genéticas de
estos canceres, incluyendo mutaciones especificas que podrian llevar a la activacion
de distintas vias de sefalizacion que podrian promover el desarrollo de patologias
malignas.

Inicialmente multiples centros planearon el uso de marcadores inmunohistolégicos
como galectina-3, fibronectina-1, HBME-1, citoqueratina-19 y CITED-1
individualmente o en paneles, pero se vio que presentaban baja sensibilidad para la
distincion entre neoplasias benignas y malignas (Duick, 2012; Ferraz 2018). Otros
marcadores identificados fueron la deteccion de ARN mensajero para tiroglobulina y
para el receptor de TSH, su utilidad demostr6 amplia variabilidad en relaciéon a la
sensibilidad de la técnica por su reproductibilidad y la capacidad de otros tejidos de
aumentar los niveles circulantes ademas de la tiroides (Macvanin, 2023)

A principios de 1990 se demostré que el material obtenido a partir de la puncion
aspiracion de los nodulos tiroideos es suficiente para identificar mutaciones puntuales
o fusiones génicas (Nikiforov, 2017; Alzumaili, 2023).

Se estudiaron como marcadores microARN que corresponden a segmentos cortos de
ARN no codificante de hasta 25 nucle6tidos con funcién reguladora negativa sobre la
expresion de genes codificantes de proteinas que participan en la proliferacion,
apoptosis y respuesta inmune celular, pudiendo también actuar como genes
supresores de tumor o proto-oncogenes. Distintos microARN han sido descritos en
cancer de tiroides tanto diferenciado como indiferenciado con funcién activante de
vias de sefializacibn metabdlica aberrantes (Duick, 2012). Particularmente se
demostré que los microARN MiR222 y MiR146b tienen una accion promotora en el
desarrollo del cancer papilar de tiroides (Panebianco, 2015, Ferraz, 2018). También
se consideraron segmentos largos de ARN no codificante como potenciales
marcadores, estos corresponden a ARN con longitud mayor a 200 nucleétidos que
actiian sobre proto-oncogenes y genes supresores de tumor mediante regulacion de
la expresion génica por mecanismos epigenéticos (Macvanin, 2023).

A inicios del 2000 se identifica la mutacion BRAF lograndose una aplicacién clinica
de los hallazgos génicos. El uso de BRAF solo no aporta suficiente informacion
cuando consideramos otros tipos de cancer de tiroides por lo que a fines del 2000 se
introdujeron los paneles génicos para probar otros genes como NRAS, HRAS, KRAS,
RET/PTC1, RET/PTC3y PAX8-PPARG. Mas adelante se logré, mediante técnicas de
secuenciacion de nueva generacion (NGS), la deteccion de mudltiples alteraciones
genéticas en un solo ensayo con pocas células obtenidas a través de puncion. En
base a esto se han generado multiples paneles génicos comerciales para estimar la
probabilidad de presentar cancer en el paciente de quien se extrae la muestra
(Nikiforov, 2017; Alzumaili, 2023; Patel, 2023).

La mutacion BRAF V600E implica la sustitucion de la valina por glutamato en la
posicion 600 de la proteina b-raf. La via de sefalizacion MAPK activada de forma
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mantenida por el oncogén BRAF induce un crecimiento anormal en las células
tiroideas y resistencia a las sefiales apoptoticas (Dominguez Ayala, 2018; Macvanin,
2023) (Figura 11). Esta es la mutacién mas frecuente en el cancer papilar de tiroides,
presente en el 23 al 83% de los casos. La variabilidad en la frecuencia se plantea que
esté relacionada con el lugar de procedencia. Esta mutacién es ampliamente mas
frecuente en Asia, donde su prevalencia se ubica en torno al 80% y menos frecuente
en Norteamérica siendo sélo del 40% lo que plantea una relacion entre la prevalencia
de la mutacién y las diferentes etnias (Ohori, 2020; Cho 2020). No se cuenta con
estudios realizados en nuestro pais sobre la prevalencia de esta mutacion, se han
realizado si en otros paises de Sudamérica como Argentina donde se posiciona la
prevalencia en torno al 77% y en Brasil con 48% (Oler 2009; llera, 2016).

Menos frecuentes es la mutacién K601E que implica una sustitucién en la posicién
601 de lisina por glutamato y se asocia con la variante folicular del carcinoma papilar
(Cho, 2020). Las mutaciones de BRAF se asocian a canceres mas agresivos y
resistencia al tratamiento con radioiodo 1131 (Gurbuzler, 2016)

Otra mutacion presente en el desarrollo de cancer de tiroides es sobre la familia de
genes RAS que se relaciona con el desarrollo del cancer folicular activando ademas
de la via MAPK, la via PI3K/Akt que se asocia con la tumorigénesis, acelerando la
proliferacion e inhibiendo la apoptosis (Gurbuzler, 2016) (Figura 11). Es la siguiente
en frecuencia siendo su prevalencia en torno al 30% para Asia y Norteamérica y
menor al 10% en Europa (Odate, 2020). Entre éstas la mas frecuentes es la mutacion
sobre el codén 61 de NRAS, el codon 6 en HRAS vy los codones 61 y 12 en KRAS.
Las mutaciones sobre RAS fueron halladas en neoplasias foliculares tanto benignas
como malignas incluyendo adenomas, NIFTP, carcinoma folicular y canceres
agresivos pobremente diferenciados (Gurbizler, 2016; Cho, 2020).

Las mutaciones sobre el protooncogén RET se asocian con el cancer medular de
tiroides y con neoplasias enddcrinas multiples MEN 2. Este gen codifica la proteina
receptora de tirosina quinasa que esta presente en las células C en la glandula tiroides
(Gurbizler, 2016). Su mutacién puede afectar la linea germinal estando presente en
mas individuos de una familia por lo que el asesoramiento genético es fundamental al
momento de tomar decisiones (Ohori, 2020). Otra alteracién presente sobre el gen
RET es el rearreglo RET/PTC con una prevalencia de hasta el 20%. El gen PTC se
expresa en las células foliculares, con la fusion con el gen RET se produce la
activacion de la via de sefalizacion MAPK independiente de ligando (Figura 11). El
rearreglo RET/PTC es mas frecuente en los canceres papilares si bien puede ser
observado también en patologia benigna. Se asocia con exposicion a radiaciones
como por ejemplo en las poblaciones cercanas al incidente de Chernobyl y en
pacientes mas jovenes, tiene mejor pronostico que otras mutaciones relacionadas al
cancer papilar (McLeod, 2010; Girbtizler, 2016; Alzumaili, 2023).

En los ultimos afios se vio en Estados Unidos un descenso en la incidencia de las
translocaciones como seria RET/PTC que podria estar relacionada con la disminucién
de la exposicién a radiaciones ionizantes y un aumento en la mutacion RAS que
sugiere relacion con factores ambientales (Ohori, 2020).
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El gen PAX8 codifica un factor de transcripcién que contribuye a la formacién de
células foliculares tiroideas y PPARG es un factor de transcripcion perteneciente a la
familia de receptores hormonales nucleares incluidas las hormonas tiroideas. El
rearreglo PAX8/PPARG se debe a la fusion de ambos genes como resultado de
translocacién. Si bien su accion sobre la tumorigenesis no estéa del todo elucidada
aun, se plantea que se relaciona con la inactivacion del gen PPARG el cual tiene
accion como supresor tumoral (Gurbulzler, 2016) (Figura 11). Aunque esta mutacion
tiene una baja prevalencia, es la segunda en frecuencia en los canceres foliculares
luego de RAS, compartiendo también con RAS su presencia en patologia neoplasica
benigna. Ha mostrado también en diferentes estudios una relacién con la etnia siendo
mas frecuente en poblaciones occidentales respecto a las orientales, al contrario de
lo que sucede con la mutacion BRAF (Cho, 2020).

En el 2013 se identificaron mutaciones sobre el promotor del gen para la transcripcion
de la telomerasa (TERTp) en las posiciones C228T y C250T, su mutacion activa la
telomerasa favoreciendo la tumorigenesis. En las células normales la telomerasa esta
inactiva por lo que en cada division celular los telomeros se acortan llegando un
momento en el cual ya no estan presentes llevando a la célula a la senecesia. En las
células cancerigenas la telomerasa esta activa protegiendo a los telomeros de su
acortamiento y permitiendo una vida celular mucho mayor respecto a las células
normales (Hoon Chung, 2020). Estas se asociaron principalmente con el cancer de
células de Hurtle con una prevalencia de hasta un 27%, seguido por los canceres
foliculares en el 17% y solo 9% en los canceres papilares. Su frecuencia aumenta
significativamente en los canceres pobremente diferenciados donde alcanza el 40%
y los céanceres anaplasicos con presencia de la mutacion hasta en el 73% de los
pacientes (Rizwan, 2019). La mutacién de TERTp es mas frecuente en personas de
edad avanzada en relacion a la presencia de telomeros mas cortos en esta etapa de
la vida (Hoon Chung, 2020), se halla en estadios avanzados y es considerada un
factor de agresividad en la progresion del cancer de tiroides y peor prondstico
(Gurbazler, 2016; Jin, 2018; Rizwan, 2019; Hoon Chung, 2020).

Por dltimo, la mutacion sobre TP53 afecta la codificacion de la proteina p53 que
participa en el proceso de apoptosis siendo su principal contribucién en los canceres
pobremente diferenciados y anaplasicos (Figura 11). Esto se relaciona con
mutaciones en PIK3CA, CTTNB1 y AKT1 que lleva a la desdiferenciacion del cancer
de tiroides (Gurbuzler, 2016). Presenta una prevalencia menor al 1% en los canceres
diferenciados y hasta 73% en los canceres anaplasicos (Rizwan, 2019)

La presencia de co-mutaciones, si bien poco frecuente, se ha asociado con mayor
agresividad y peor pronéstico en relacion tanto a la recurrencia como a la presencia
de metéastasis estando especialmente estudiada la co-mutacion BRAF V600E y
TERTp (Jin, 2018; Cho, 2020). Esta co-mutacion se asocia con la edad, extension
extratiroidea, metastasis linfaticas, estadio avanzado, recurrencia y mortalidad
(Alzumaili, 2023).
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Figura 11: Vias moleculares en el cancer de tiroides, incluye la desregulacion de MAPK,
PI3K, y del receptor de TSH (Younis, 2017).

Actualmente las guias de actuacion de la Asociacion Europea de Tiroides (ETA)
recomiendan el uso de marcadores moleculares ante nddulos con citologia
indeterminada. El objetivo de la realizacion de estos estudios es identificar pacientes
gue presenten mutaciones sugestivas de agresividad para asi proseguir con la
cirugia, o en el caso contrario optar por control clinico en pacientes que no presenten
dichas mutaciones. Sugieren el uso de pruebas comerciales que evalien mutaciones
somaticas, expresion de genes de interés o microARN. Dentro de estos los mas
usados son los paneles comerciales Tyroseq, Afirma Genomic Sequencing Clasifier
y ThyGenNEXT/ThyraMIR. Se destaca que estos paneles se procesan soOlo en
laboratorios autorizados en Norteamérica lo que implica un alto costo para el
procesamiento de muestras tomadas en otros paises, por lo que se busca el
desarrollo de paneles en laboratorios locales (Durante, 2023).

La Asociacion Americana de Tiroides (ATA) es mas reticente ante el uso de
marcadores moleculares de forma sistematica ante nddulos de citologia
indeterminada y hace hincapié en priorizar el criterio clinico junto al resultado
imagenologico y citolégico. Recomienda a su vez tener en consideracion la
prevalencia de patologia maligna en cada centro ya que ésta podra afectar los
resultados de los valores predictivos de las pruebas. Aun asi, plantean
recomendaciones respecto a la tactica quirargica segun el resultado del panel
molecular en el caso de que haya sido realizado (Ferris, 2015; Haugen, 2015). Se
destaca que las guias americanas fueron elaboradas en el afio 2015 y no han
publicado aun una recomendacibn mas reciente en cuanto a los marcadores
moleculares, siendo que ésta es una técnica reciente, nueva informacién ha sido
publicada a nivel mundial luego de la elaboracion de las guias ATA, lo que podria
llevar a una modificacién de las recomendaciones en la préxima edicion.
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Un avance reciente en la valoraciébn en pacientes portadores de cancer es la
realizacion de biopsia liquida. El término biopsia liquida ha sido utilizado para describir
los métodos para obtener ADN circulante sin la necesidad de obtencion de muestra
de tejido lo que lo hace un procedimiento menos invasivo. Se plantea que fragmentos
de ADN procedentes del tumor son liberados a la circulacion. En individuos sanos se
puede encontrar distintas cantidades de ADN circulante, en los pacientes portadores
de cancer, una porcion del ADN circulante corresponde a ADN tumoral y contiene
mutaciones especificas relacionadas con dicha patologia (Lupo, 2018).

Algunos estudios han reportado la identificacion de la mutacion BRAF V600E en el
plasma obtenido de pacientes portadores de cancer papilar de tiroides (Li, 2019;
Patel, 2021). Estos resultados son controversiales dada su baja sensibilidad, asi como
la deteccion de falsos positivos para cancer de tiroides en relacion a otra neoplasia
maligna presente en el paciente. La presencia de deteccion de la mutacion BRAF en
plasma puede ser sugestiva de enfermedad avanzada y puede relacionarse con el
tamafo del n6dulo, multifocalidad, extensidén extratiroidea y micrometéstasis (Lupo,
2018; Romano 2021).

En los canceres indiferenciados las mutaciones detectadas mediante biopsia liquida
fueron TP53, BRAF, NRAS y PIK3CA las cuales demostraron tener concordancia con
el material obtenido de los tejidos. En el seguimiento se vio que una reduccién del
ADN circulante se relacionaba con una disminucion del tamafio del tumor. Como
ventajas la biopsia liquida ofrece una mejor representatividad de la carga tumoral
global del paciente.

Dado que aun se requiere mayor investigacion y optimizacion de la técnica para la
deteccion de mutaciones a través de biopsia liquida las guias aun no plantean su uso
de forma sistematizada.
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Tratamiento:

La decision terapéutica dependera del resultado de la citologia y la presencia de
elementos sugestivos de malignidad en la imagenologia.

En los pacientes que presentan citologia benigna (Bethesda Il) y no presentan
elementos imagenoldgicos sugestivos de malignidad la decision de cirugia dependera
del tamafio del n6dulo. Ante bocios grandes grado Ill o IV con sintomas compresivos
de via aérea o gran deformacion de cuello se podra optar por tiroidectomia, siendo de
eleccién la tiroidectomia total dado que se trata de una glandula patoldgica. La
tiroidectomia subtotal ha perdido terreno si bien cuenta con la ventaja de dejar
glandula remanente que podréa suplir la funcion endécrina y disminuye el riesgo de
lesiones o resecciones inintencionales de paratiroides superiores. De no presentar
nddulos de gran tamafio se conserva la glandula y se repite la ecografia y puncién en
3 a 5 afnos (Durante, 2023).

En pacientes con citologia benigna (Bethesda I1l) y elementos sugestivos de
malignidad en la ecografia o crecimiento rapido de los ndédulos estd indicada la
repeticion de la puncion aspirativa (Durante, 2023).

Ante pacientes con atipia folicular incierta (Bethesda Ill), de no presentar elementos
sugestivos de malignidad en la ecografia, se puede repetir la ecografia y puncion
aspirativa al afio. De presentar elementos sugestivos de malignidad se debera discutir
con el paciente tanto las opciones quirtrgicas como de control evolutivo. En ambos
casos los marcadores moleculares son utiles al momento de elegir una u otra
conducta siendo recomendado realizarlos si los mismos estan disponibles (Durante,
2023).

En pacientes portadores de neoplasia folicular (Bethesda IV) con nédulos sin
elementos imagenoldgicos de malignidad se podra ofrecer al paciente control
evolutivo siempre y cuando se comprometa a la adherencia al mismo. Cuando
presentan elementos imagenolégicos de malignidad se debera ofrecer cirugia o
marcadores moleculares si los mismos estan disponibles (Durante, 2023).

En los pacientes que presentan citologia Bethesda Ill o IV es recomendable como
procedimiento quirdrgico la hemitiroidectomia. Esto permite esperar el resultado de la
anatomia patologica en diferido y conservar un Iébulo funcionante en pacientes con
patologia benigna en el estudio, no siendo necesaria hormonoterapia posterior. En
pacientes portadores de patologia maligna confirmada, se completara la tiroidectomia
total en un segundo acto quirargico. El procedimiento podra ser modificado segun
elementos imagenologicos de malignidad o resultados de marcadores moleculares
(Haugen, 2015; Durante, 2023). Se puede realizar inicialmente una tiroidectomia total
en casos seleccionados con nédulos mdltiples bilaterales y en pacientes que no
quieran realizar una cirugia en dos tiempos (Haugen, 2015). En nuestro medio
contamos con patologos entrenados que podran realizar el estudio de la pieza durante
la cirugia, que en los casos de carcinoma papilar podria ser suficiente para
confirmacion de malignidad y eventualmente completar la reseccion del lobulo
contralateral en el mismo acto, si bien tiene bajo rendimiento para lesiones foliculares.
Otra utilidad del estudio de la pieza intraoperatoria es para el estudio de adenopatias
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sospechosas o0 eventualmente reseccién accidental de glandulas paratiroides
(Cimarra, 2014)

Para los pacientes con sospecha de malignidad o malignidad confirmada mediante
puncion aspirativa (Bethesda V o VI) el tratamiento se basa en tres pilares, la cirugia
para remocién de la glandula; el radioyodo, para eliminar tejido tiroideo remanente; y
la hormonoterapia para inhibir el crecimiento de tejido remanente mediante supresion
del estimulo hormonal.

La cirugia de eleccion ante pacientes portadores de patologia maligna es la
tiroidectomia total, esto permite eliminar la totalidad del tejido macroscépico. Se opta
por este procedimiento por multiples razones, de quedar tejido tiroideo remanente no
seria factible la utilizacion de radioyodo ya que la dosis necesaria para la eliminacion
del mismo seria téxica; el cancer papilar que es el cancer ampliamente mas frecuente
tiene altos indices de bilateralidad, que superan el 40% por lo que dejar un Iébulo
podria implicar dejar enfermedad, o dejar tejido tiroideo lo que permitiria el desarrollo
de una recidiva a futuro; y por ultimo permite el seguimiento con tiroglobulina siendo
la elevaciéon de la misma luego de la cirugia sugestiva de tejido tiroideo remanente o
recidiva.

Como cualquier procedimiento quirdrgico, no esta exento de riesgos, si bien la
mortalidad es menor al 1%, la morbilidad es superior pudiendo ser entre el 2 y 8%
segun distintos reportes. Dentro de esta destacamos especialmente la lesion
recurrencial y de paratiroides. La lesion recurrencial puede ser unilateral, lo que
implicaria la pardlisis de la cuerda vocal homolateral con consecuente disfonia o
bilateral. La lesion recurrencial bilateral es una complicacion grave y potencialmente
mortal de no ser detectada oportunamente ya que determina la pardlisis de las
cuerdas vocales bilaterales y cierre de las mismas, su tratamiento implica la
confeccién de una traqueostomia para lograr una via aérea permeable. Esta es una
complicacion muy temida y con consecuencias funcionales, estéticas y psicologicas
sobre el paciente. Otra lesion que puede determinar consecuencias a largo plazo es
la lesion o reseccidn de paratiroides. Estas son unas glandulas presentes en niumero
de 4, una superior y otra inferior a ambos lados de la tiroides y estan implicadas en el
metabolismo del calcio. Lesidbn o reseccion de estas glandulas requerira la
suplementacién con calcio que puede ser intravenoso o via oral segun la gravedad
de la hipocalcemia y la presencia de sintomas. El hipoparatiroidismo puede ser
transitorio lo cual es relativamente frecuente en el posoperatorio inmediato por edema
en relacion a la manipulacién de la glandula y puede pasar inadvertido si no se realiza
determinacién de calcemia rutinaria. En ocasiones este puede llegar a durar hasta un
afio considerandose aun transitorio. De persistir mas alla de ese periodo se considera
permanente e implica la necesidad de suplementacion con calcio de por vida
(Cimarra, 2014) (Figura 12).
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Figura 12: A la izquierda imagen del intraoperatorio. A glandula paratiroides superior
derecha, B nervio laringeo recurrente derecho, C lébulo derecho de la tiroides rebatido, D
traquea. A la derecha imagen de pieza de reseccién completa (Imagenes de nuestra
autoria).

Es ante el riesgo de las complicaciones mencionadas que precisamos agotar todos
los elementos a nuestra disposicion para lograr un diagnostico etiologico certero antes
de someter al paciente a un procedimiento quirdrgico.

Es debatido el vaciamiento del compartimiento ganglionar central de cuello profilactico
pudiendo identificarse metastasis ocultas hasta en el 65% de los casos (Mukherjee,
2020). El mismo es recomendado por la Asociacibn Americana de Tiroides ante
pacientes con tumores localmente avanzados (Haugen, 2015)

El radioyodo encuentra su indicaciéon para la eliminacién de tejido tiroideo remanente
y en estos casos mejora la sobrevida libre de enfermedad. La ATA recomienda el uso
de radioyodo segun la estratificacion del riesgo de recurrencia estando indicado en
los casos de metastasis ganglionares del compartimiento central sin evidencia de
otras lesiones. La no realizacion del vaciamiento impide la estratificacion del riesgo
de acuerdo a las pautas ATA (Haugen, 2016). En nuestro medio el radioyodo tiene
indicacién en los casos de metastasis ganglionares identificadas en el vaciamiento
ganglionar terapéutico. De no tener indicacion de este, la realizacion de vaciamiento
profilactico es discutida, no se realiza la misma en nuestro servicio. En estos casos
gueda a criterio del endocrindlogo la indicacién de radioyodo de acuerdo a las
caracteristicas del nédulo.

Los pacientes sometidos a tiroidectomia total tienen indicacion de hormonoterapia via
oral de remplazo para compensar la que no logran producir. Mas all4 de eso se
planteé que la supresion de TSH pueda tener relacion con un mejor prondstico a largo
plazo dado que el tejido tiroideo remanente no crecera por ausencia del estimulo por
parte de la TSH. Hay resultados controvertidos respecto a la indicacion de la
supresion de TSH, en especial en pacientes con riesgo cardiovascular o riesgo de
complicaciones 6seas. Si bien la ATA plantea que no se cuenta con suficiente
informacion para realizar una recomendacion fuerte plantean que los valores de TSH
deberian estar por debajo de 0.1 mg/dl en pacientes de alto riesgo y entre 1.5y 2.0
mg/dl en pacientes de bajo riesgo (Haugen, 2016).
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Objetivos:

Objetivo general:

Valorar marcadores tumorales predictivos de patologia tiroidea maligna.

Objetivos especificos:

a - Caracterizar la poblacion portadora de patologia tiroidea.
b - Determinar factores de riesgo para el desarrollo de patologia maligna.

c - Correlacionar el resultado de los marcadores seleccionados con la clasificacion
Bethesda informada por el patdlogo y eventualmente con la histologia de la pieza en
el caso de pacientes sometidos a cirugia.

d - Formacién en metodologia cientifica
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Materiales y métodos:

Se realizd un estudio transversal, analitico, observacional.

Seleccién de pacientes:

Se incluyeron todos los pacientes mayores de 14,5 afios a los que se les realiz6 PAAF
0 cirugia tiroidea, y fueron estudiados por parte del Departamento de Anatomia
Patoldgica del Hospital Maciel en el periodo de octubre 2020 a setiembre 2022. Se
excluyeron los pacientes con muestra insuficiente de acuerdo a la clasificacion de
Bethesda.

Se complement6 el estudio con 33 muestras de tumor extraidas de piezas de parafina
del Departamento de Anatomia Patolégica para contar con mayor numero de
muestras correspondientes a cancer para determinar mejor la prevalencia de las
mutaciones en nuestra poblacion.

Muestras clinicas:

En la policlinica de citopuncién, previo a la misma se obtuvo la lista de pacientes
anotados y se contacto con los mismos. En una breve entrevista se les explicé en qué
consistia el estudio y se les ofrecio participar. Una vez aceptada la participacion se
realizo la firma del consentimiento informado (Anexo 1) y se entregl una copia de
este al paciente donde constaban los datos de contacto con el equipo. También se
llené una ficha donde se consignaban los datos patronimicos y factores de riesgo de
interés (Anexo 2).

En la policlinica inicialmente realiz6 una ecografia para caracterizar la tiroides y los
nddulos presentes en esta y se termind de completar la ficha con los datos ecogréficos
del nédulo (Anexo 2). Posteriormente de acuerdo a la solicitud enviada por el médico
tratante y las caracteristicas de los n6dulos se procedio a realizar la puncion.

Para la puncion se coloco al paciente en decubito dorsal, con leve extension de cuello,
lateralizando la cabeza hacia el lado contrario al que se encuentra el nddulo. Se
topografid el nédulo y se realiz6 una puncidon ecoguiada con aguja n°20 hasta
topografiar el extremo de la aguja en el centro del nédulo. Esto permitié realizar el
procedimiento de forma segura evitando lesionar estructuras nobles del cuello. La
aguja se conecto a una jeringa de 20ml y un dispositivo que permite la aspiracion
mediante traccion del émbolo, pero evitando que el mismo retorne a su lugar
generando asi presion negativa que permite la aspiracion de células tiroideas.

El material obtenido se liberé en un tubo Eppendorf con 1ml de PBS, para maximizar
la recoleccion de células, luego de vaciado el contenido se aspiré PBS y se volvié a
vaciar en el tubo Eppendorf varias veces para recolectar por arrastre células que
podrian haber quedado adheridas a nivel de la aguja y jeringa.
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Luego de obtenida la muestra de puncion tiroidea se trasladd al paciente a un
consultorio del policlinico donde se extrajo sangre en tres tubos con anticoagulante
EDTA para el procedimiento de biopsia liquida.

Los tubos Eppendorf con las muestras fueron centrifugados a 1500 xg por 5 minutos,
de esta forma se logré obtener un pellet de células separado del PBS y se descart6
el sobrenadante. El pellet celular fue almacenado congelado para posteriormente
continuar con la extraccion del ADN.

En los casos en que ademas de células las muestras presentaban un alto contenido
de sangre se realizé hemdlisis mediante solucion de cloruro de amonio. Luego de
descartado el buffer de hemolisis se realizaron dos lavados con PBS, repitiendo la
centrifugacion en las mismas condiciones y se procedié a congelar el pellet seco.

Extraccion de ADN:

Todo el procesamiento de las muestras obtenidas se realiz6 en el laboratorio de
Oncologia Molecular del Departamento de Oncologia. La extraccion del ADN de las

.....

laboratorio Roche.

Se inici6 con la digestion de las células en tubos Eppendorf de 1.5 ml con 180ul de
tampodn de lisis (DNA TLB) y 70ul de proteina kinasa (PK) a 56° C con agitacion a 600
rpm durante 1 hora. Posteriormente se afiadié 200ul de buffer de union (DNA BB), se
mezcldé por inversion y se incub6 a temperatura ambiente durante 10 minutos. A
continuacién, se agregaron 100 ul de isopropanol, se mezcldé por inversion, se
transfirié a una columna y se centrifugé a 11000 xg descartandose el filtrado. Luego
se realizé el lavado con 500 ul de WB | centrifugando a 11000 xg y descarto el filtrado,
se repitié el mismo procedimiento con WB Il y se sec6 la columna a méaxima velocidad.
Por altimo, se realizé la elusion con 90 ul de buffer de elucién (DNA EB), se incubd
por 5 minutos, luego se centrifugé a 11000 xg, recentrifugd a maxima velocidad y se
transfirieron 85 ul a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5ml para eliminar el sedimento de
la columna.

Luego de extraido el ADN se cuantificd su concentracidon mediante espectrometria,
asi como los ratios 260/280 y 260/230 para evaluar la pureza del ADN extraido y se
almacend congelado para su posterior estudio.

Dado que en algunos casos la concentracion del ADN aislado fue baja se probo
aumentar el tiempo de digestion hasta 24 horas, esto se probd inicialmente sobre
muestras de lineas celulares. No se vio diferencia en la cantidad de ADN extraido
entre las digestiones realizadas en 1 hora y 24 horas por lo que se decidié continuar
realizando la misma durante 1 hora para no alargar el tiempo requerido para el
procesamiento de muestras.

Se probd también disminuir el volumen utilizado de buffer de elucion a 50ul y realizar
una segunda elusion en la misma columna con 40ul, asi como aumentar el tiempo de
incubacion a 15 minutos. Se obtuvo un leve aumento de la concentracion obtenida en
el primer tubo eluido por lo que se continud realizando la elusion en dos tubos.
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Se obtuvieron en algunas ocasiones ratios 260/280 muy bajos por lo que se plante6
qgue el ADN podia presentar mayor proporcion de proteinas de lo esperado por lo que
se duplicaron los lavados, realizando dos lavados con WB | y dos lavados con WB I
con una incubacién de 5 minutos en cada caso.

También se considerd6 que la baja concentracion de ADN asi como la elevada
presencia de proteinas pudiera deberse al kit de extraccion utilizado por lo que se
probd la extraccion con otro kit, el kit DNeasy Blood & Tissue Kit de la empresa
Qiagen, no se obtuvieron diferencias en la cantidad de ADN extraido, asi como
tampoco en la pureza del mismo.

Para la extraccion de ADN de las muestras obtenidas de piezas en parafina previo a
los pasos de extraccidn anteriormente mencionados se realizd la remocién de la
parafina. Para esto se afiade 1ml de xilol, se mezcl6 con vortex y se dejo reposar 5
minutos, se centrifugd a maxima velocidad por 5 minutos y se elimind el
sobrenadante. Se repiti6 este paso luego se realizaron dos lavados con etanol
anhidro, centrifugando siempre a maxima velocidad por 5 minutos. Luego se dej6
secar para eliminar el etanol remanente. La lisis con proteinasa K se realiz6 durante
24 horas a 56°C en agitacion continua a 600 rpm seguido de 1 hora de incubacion a
90°C para proseguir luego con los mismos pasos mencionados anteriormente para la
extraccion en muestras de citopuncion.

En las muestras de ADN provenientes de parafina se obtuvieron altas
concentraciones de ADN, siempre mayores a 100 ng/ul llegando en algunos casos
incluso a 400 ng/ul y con buenas relaciones 260/280.

Aislamiento de plasma:
s

e

Los tubos con anticoagulante EDTA fueron centrifugados a 600 xg
— durante 10 minutos. Esto permite separar la muestra de sangre
| enteraen glébulos rojos al fondo, glébulos blancos en el medio y
S plasma en la parte superior. El plasma fue extraido mediante

Plasma —» EV . . .
- -..| pipeta Pasteur con extremo cuidado de no aspirar componentes
“:"':1““ de las otras fases y almacenado en tres tubos Eppendorf y
"hi % H I 1
White floodl_<«ciNA congelado para su posterior estudio (Figura 10).

Red blood
cells

-

Figura 10: Fases de la sangre luego de la centrifugacion (Romano,
2021)
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Tabla 2: Primers para PCR

BR-C
BF-N
BF-M
BF-N2
BF-M2
BF-N3
BF-M3
BF-N4
BF-M4

BRAF-IF

TERTp2
-F
TERTp2
R
hTERT-
F
hTERT-
R2
TERT-F

TERT-R

TP-OF
TP-OR
TP-IntF
TP-IntR
TERT-
1444-F
TERT-
1658-R
TERT-
1430-F
TERT-
1769-R
TERT-
1519-F
TERT-
1673-R

5-3

O GaG ool a1 O
D whdhdhwwow

o
&

o
&

5'-3'

5'-3

5'-3'

5-3'

CTATGAAAATACTATAGTTGAGACCTTCAATGACTTTC
ACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGT
ACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGA
AAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACATT
AAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACATA
ACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACCGT
ACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACCGA
ACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTATAGT
ACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTATAGA

TGTAAAACGACGGCCAGTCCTTTACTTACTACACCTCAG

GAAGCGCGGCCCAGACCC
CCGCACGAACGTGGCCAG
GTCCTGCCCCTTCACCTTC
AGCACCTCGCGGTAGTGG
AGTGGATTCGCGGGCACAGA
CAGCGCTGCCTGAAACTC
GGCCGATTCGACCTCTCT
AGCACCTCGCGGTAGTGG
GTCCTGCCCCTTCACCTT
CAGCGCTGCCTGAAACTC
GATTCGCGGGCACAGAC
CAGCGCTGCCTGAAACT
CGGGCTCCCAGTGGATT
AGCACCTCGCGGTAGTG
CCCTTCACCTTCCAGCTC

AGCGCTGCCTGAAACTCG

Fam Cancer
2007;6(3):301-10

JMolDiagn-2014;
16:343-9
Diferentes
missmatch
disefiados segun:
Nuc Ac Res-
89(17)2503
Primer disefiado
previamente en el
laboratorio
GenMed-
19(21)1594-1602

BJC-13(109)497-
501
BJC-14(110)2024-
32

Mol Cancer Res.
2016;14(4):315-23
Science-

13(339)959

PNAS. 2013 9; 110
(15):6021-6

Eur Urol. 2014
65(6):e85

Disefio IDT online.
https://www.idtdna.
com/pages/tools/pr
imerquest?returnur
|=%2FPrimerquest
%2FHome%2Find
ex

Eur Urol. 2014
Feb;65(2):360-6

Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) para BRAF:

Inicialmente se optimizé la PCR para la amplificacion del gen BRAF. Este gen se
localiza en el brazo largo del cromosoma 7, tiene 24 exoones y su mutacion mas
frecuente se encuentra en el exdén 15 (V60OE). En la base de datos del National
Institute of Health (NIH) de Estados Unidos se identifica con el nimero 673. Se probd
la sensibilidad de 4 juegos de primers forward distintos para la amplificacion del alelo
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normal y mutado (BF-N a N4 y BF-M a M4). La secuencia de todos los primers
utilizados en el trabajo se muestran en la Tabla 2. Se utilizé para todos siempre el
mismo primer reverso BR-C. Los primers BF-N y M (amplicon 198pb) presentan la
mutacion en la dltima base siendo la normal tiamina y la mutada adenina. En estudios
realizados por otros autores se vio que afiadiendo un missmatch en las bases previas
al extremo 3" se logra aumentar la afinidad de la PCR por lo que se probd si se obtenia
un mejor resultado realizando la PCR con primers que presentaban missmatch en
las 3 posiciones previas al extremo 3". Los primers BF-N2 y M2 (amplicon 191 pb)
tienen la sustitucion guanina por tiamina en la penultima posicion; en los BF-N3 y M3
(amplicon 198pb) el cambio se realizé en la base antepenultima sustituyendo adenina
por citosina y en los primers BF-N4 y M4 (amplicon 198pb) el cambio se realizé en la
base anterior a la antependltima con la sustitucion de citosina por tiamina. Se realizo
la PCR para todos los juegos de primers mencionados Yy si bien en todas se logré la
amplificacion los que presentaron mayor sensibilidad y bandas mas nitidas fueron los
primers BF-N2 y M2 por lo que optamos por el uso de estos para el andlisis de las
muestras.

Para la amplificacion del gen BRAF se realizaron dos mix, uno para la amplificacion
del alelo normal y otro para la amplificacion del alelo mutado. Para cada tubo se
colocaron 2.5 ul de buffer 10x, 1.5 mM de MgCI, 200uM de cada dNTP, 1U de Taq
polimerasa termoestable para la PCR a realizar, 250nM de los primers forward y
reverso y entre 50 y 100ng de ADN por reaccion. El volumen de ADN afiadido se hizo
segun la cuantificacion previa por espectrometria sin superar los 10ul de ADN por
tubo para evitar inhibir la PCR por aumento de la concentracion de proteinas. Se
completa el volumen final hasta 25ul con agua libre de DNAsas.

El primer reverso fue BR-C utilizando el mismo tanto para la amplificacién de alelo
normal como del mutado. Para la amplificacién del alelo normal se utilizoé el primer
forward BF-N2 y para la amplificacion del alelo mutado el primer BF-M2.

La amplificacion de la PCR se realizd en un termociclador Biometra con el siguiente
programa: desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos
con desnaturalizacion a 95°C por 45 segundos, etapa de anillado a 60°C (temperatura
Optima para los primers de interés) por 45 segundos y etapa de extension a 72°C por
1 minuto, finalizando con una etapa de estabilizacion a 72°C por 5 minutos.

Los productos de la PCR se visualizaron y documentaron mediante electroforesis en
gel de agarosa al 2.5% tefiido con bromuro de etidio. Se utilizé un control de
contaminacion donde en vez de ADN se coloca agua y un control positivo con una
linea de ADN no mutada (K562) para el alelo normal y una mutada (HT29) para el
alelo mutado. Se incluye también en el gel un carril correspondiente al peso molecular
para verificar que la banda obtenida corresponda al esperado de 198pb.

Dado que en algunos casos se obtuvieron bandas muy tenues se intenté mejorar la
sensibilidad con una técnica heminested AS-PCR, amplificando en un primer round
un amplicén mayor, utilizando otro primer forward BR-IF complementario a una
secuencia proximal en relacion a los primers forward especificos, siempre con el
mismo primer reverso BR-C (amplicon 184pb).

El primer round de la PCR se realiz6 similar al anterior difiriendo en la concentracion
de MgCl, la cual era de 2 mM, la temperatura del anillado que fue a 58°C y
repitiéndose 20 ciclos en vez de 35. Luego se utilizé 1 ul del producto de PCR de este
primer round para realizar un segundo round con los primers especificos de alelo
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normal y mutado segun lo descrito previamente.

Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) para TERTp:

Se intentaron multiples procedimientos para la amplificacion de TERTp con diferentes
primers y variando la concentracion de MgCl, el tiempo y la temperatura del anillado.

Inicialmente se probd los primers forward TERT-F y reverso TERT-R con agregado
de M13 para facilitar la secuenciacion correspondiente a un amplicon de 235pb. Se
realiz6 un mix con 2.5ul de buffer, 200uM de dNTP, 1U de Taq polimerasa, 300nM de
los primers forward y reverso, ADN de A549 con una concentracion de 50ng por
reaccion, se probaron distintas cantidades de MgCl de 1 a 2.5mM aumentando de 0.5
en 0.5mM y se completo el volumen hasta 25ul con agua. La amplificacion de la PCR
se realiz6 en un termociclador configurado con precalentamiento inicial hasta 94°C
durante 5 minutos, luego una etapa de desnaturalizaciéon a 94°C por 30 segundos,
etapa de anillado a 68°C por 45 segundos y etapa de extension a 72°C por 45
segundos. Se repiten las etapas de desnaturalizacion, anillado y extension por 35
ciclos. Finalizado el 35vo ciclo se realizé una etapa de estabilizacion a 72°C por 5
minutos y se finaliza la PCR. Posteriormente se corrio en gel de agarosa al 2.5% los
productos de la amplificacion no obteniéndose bandas.

Dado que no se logré la amplificacion deseada se prob6é modificar la temperatura de
anillado afiadiendo un gradiente de temperatura de 60°C a 69°C aumentado de 3°C
en 3°C, tampoco en este caso se logré la amplificacién.

Se probo6 también una temperatura de anillado a 55°C no lograndose la amplificacion
de los productos de PCR.

Posteriormente se probo realizar la PCR con un juego de primers diferente, siendo el
primer forward TERTp2-F y el reverso TERTp2-R (amplicon 434pb) con gradiente de
MgCl de 1.0 a 2.5mM y un gradiente de temperatura de anillado de 53.6 a 60°C. Para
estos mismos primers se prob6 también con 2.0, 2.5y 3.0mM de MgCly temperaturas
de anillado de 54.8°C, 56°C, 58°C y 60°C. El ADN utilizado en este caso fue de la
linea H460.

Se obtuvieron bandas para los casos con 1.5mM de MgCl a 53.6°C y 55.7°C y para
2mM de MgCI para todos los gradientes de temperatura de 53.6°C a 60°C en la
primera prueba y para todos los gradientes de la segunda prueba. Se selecciono la
banda més nitida observada en el gel aunque el peso molecular de esta no coincidia
con el peso molecular esperado para el amplicon. En la secuenciacion se vio que la
banda obtenida no correspondia a la amplificacién del gen TERTp.

Posteriormente se probaron las combinaciones de primers forward hTERT-F y reverso
TERT-R (amplicon 163pb) y forward hTERT-F y reverso hTERT-R2 (amplicon 274
pb). Para estos dos juegos de primers se prob6 con 1, 1.5y 2mM de MgCl y gradiente
de temperatura de 58°C, 60°c y 63°C.

Dado que no se obtuvo la amplificacion del gen de interés con los primers
mencionados se procedio a considerar otros juegos de primers.

Inicialmente se intenté amplificar la PCR sin la secuencia M13 previo a los primers
usando los primers forward TERT-F y reverso TERT-R; forward TP-OF y reverso TP-
OR (amplicon 488pb) y forward TP-IntF y reverso TP-IntR (amplicon 163pb) con
2.0mM de MgCl y una temperatura de anillado a 57°C. Para los primers TP-OF y TP-
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OR se prob6 también con una temperatura de anillamiento de 58°C y concentraciones
de MgCl hasta 3.5mM, ninguna de las pruebas fue exitosa.

Se intentd también el disefio de nuevos primers y se identificaron como candidatos
los primers forward TERT-1519-F y reverso TERT-1673-R (amplicon 355pb)
probandose el mismo mix que en la instancia anterior variando las concentraciones
de MgCl de 1.5y 2.5mM y temperatura de anillado iniciando a 70°C por 15 segundos
y disminuyendo en cada ciclo 0.3°C hasta llegar a 60°C. Si bien otros autores
alcanzaron buenos resultados con este procedimiento en nuestro caso no se lograron
visualizar bandas en el gel. En estas mismas condiciones se prob6é aumentar el
tiempo de extensién a 40 segundos dada la longitud del fragmento a amplificar,
tampoco se obtuvieron bandas en esta situacion.

Se identificaron también los primers forward TERT-1444-F y reverso TERT-1658-R
(amplicon 231pb) y forward TERT-1430-F y TERT-1769-R (amplicon 355pb) los
cuales se probaron con una temperatura de anillado de 57 y 63°C, tampoco se
obtuvieron bandas en estas condiciones

En este punto se planteé que la no amplificacion de la banda deseada se debiera a
inhibidores presentes en el ADN, accion de estructuras secundarias o de los
cebadores de ADN, por lo que se decidi6 agregar DMSO vy glicerol para intentar
remediar esta situacion. Para esto se probé inicialmente los primers forward hTERT-
Fy reverso TERT-R con anillado a 55°C y los juegos forward TERT-1444-F y reverso
TERT-1658-R; y forward TERT-1430-F y reverso TERT-1769-R a 57 y 63°C, en todos
los casos se prob6 solo con DMSO a 5%, solo glicerol a 5% y ambos, en todos los
casos con concentraciones de 1.5 y 2.5mM de MgCl manteniéndose los demas
componentes constantes respecto a las PCR anteriores.

Se probaron también los primers forward TERT-F-M13 y reverso TERT-R-M13 con
agregado de DMSO al 5%, con glicerol al 5% y ambos. Con temperatura de anillado
de 55°C por 30 segundos aumentando de a 5 segundos por ciclo hasta un maximo
de 7 minutos en el 35vo ciclo dado que en otros estudios reportados se vio una
adecuada amplificacion con esta técnica, sin embargo, en nuestro experimento no se
logré amplificar la PCR.

En experimentos previos en nuestro laboratorio con otras secuencias a amplificar con
alta frecuencia de pares CG logramos evitar la inhibicion de la amplificacién con el
agregado de betaina por lo que para todos los primers utilizados anteriormente se
prob6 también afiadir cantidades de betaina de 0.5M, 1M y 2M completando el
volumen hasta 25ul con agua, con las temperaturas de anillado 6ptimas para cada
primer y manteniendo constante los demas parametros. La dificultad de amplificacion
de estas secuencias se debe a que presentan tres puentes de hidrégeno entre ambas
bases lo que hace su union mas termoestable y la formacién de estructuras
secundarias que truncan la PCR bloqueando la ADN polimerasa (Shore, 2018). Se
vio que la betaina se une a los pares AT y puede favorecer la hidracion de las regiones
GC para desestabilizar el ADN con alta proporcién de GC (Mammedov, 2008). Con
este experimento tampoco logramos obtener bandas en el gel.

Por ultimo se probaron los pares de primers OR y OF; TERTp2F y TERTp2R; TERT-
1444-F TERT-1658-R; y TERT-1519-F y TERT-1673-R con el agregado de betaina a
2M como funciono previamente en nuestro laboratorio, a sus temperaturas optimas y
con una Taq de mayor rendimiento. En estas condiciones impresion que se obtuvo
una banda para los primers OR y OF en un experimento inicial pero no se lograron
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obtener bandas en experimentos posteriores en las mismas condiciones.

En suma, pese a los innumerables protocolos ensayados para la amplificacion de
TERTp, no logramos obtener resultados para este gen.

Identificacion de mutaciones KRAS:

Para la identificacion de las mutaciones KRAS se utilizo el kit cobas KRAS Mutation
Test. Este kit permite la amplificacion de mutaciones somaticas en los codones 12,
13 y 61 del protoncogen KRAS. Se utilizan primers que definen una secuencia de 85
pares de bases del exdn 2 que contienen los codones 12 y 13 y una secuencia de 75
pares de bases del exdn 3 que contine el codén 61.

Se realizaron dos mix, uno para la amplificacién de los codones 12 y 13y otro para el
codoén 61 de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Para realizar la PCR ademas
del nimero de muestras se utilizé un control negativo, un control positivo para los
distintos codones a amplificar y un calibrador contenido también en el kit. Las
muestras fueron procesadas en el amplificador de cobas Z480 y los resultados
registrados en el programa asociado.

Biopsia liquida:

Para el estudio de biopsia liquida se realizo la extraccion del ADN del plasma con el
KIT cfDNA Sample Preparation kit de Cobas, de uso corriente en la rutina asistencial
del el laboratorio de Oncologia Molecular del Departamento de Oncologia.

Se colocaron 2ml de plasma en tubos falcon de 15ml con 2ml de buffer de union (DNA
PBB) y 250ul de proteina kinasa (PK), se mezcla por inversion y se incuba a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Posteriormente se afiadio 200ul de
isopropanol, se mezclé por inversion y se transfirié a la columna para su purificacion.
Se centrifug6 a 4000 xg por 5 minutos, se retiré la columna del inserto y se pasé a
tubo de 2ml. Se realizaron lavados con 500ul de WB | centrifugando a 8000 xg y
descartando el filtrado repitiéndose el mismo procedimiento con WB Il y se sec6 la
columna a maxima velocidad por 2 minutos. Por altimo, se realiz6 la elusién con 100ul
de buffer de elucién (DNA EB), se incub6 por 5 minutos, se centrifug6 a 8000 xg y se
recentrifugd a maxima velocidad y se transfirieron 80ul a tubo Eppendorf de 1.5ml
evitando el sedimento.

El ADN obtenido se utilizé para amplificar el gen BRAF en una PCR heminested para
mayor sensibilidad con la misma técnica descrita previamente y se corrié en gel de
agarosa utilizando los mismos controles positivos.

Andlisis estadistico:

Se consignaron las variables edad, sexo, procedencia, nivel socioecondmico
(considerando el nivel de estudios completado y las condiciones de la vivienda),
exposicion a radiaciones ionizantes en la infancia, bocio, tamafio y nimero de nodulos
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tiroideos, uso de T4, ecogenicidad de nédulos, consistencia de nédulos, presencia de
calcificaciones por ecografia, vascularizacidn, presencia de adenopatias, clasificacion
Bethesda, presencia de mutaciones BRAF V600E tanto en la muestra de puncion
como en la anatomia patoldgica definitiva de la pieza cuando corresponda y las
caracteristicas anatomopatologicas de las piezas de reseccion.

Las variables cuantitativas fueron expresadas en media y desvio estandar si
presentaban distribucion normal segun la prueba de normalidad Kolomogrov Smirnov,
de lo contrario se consideraron la medianay el rango intercuartilo (RIC). Las variables
cualitativas se expresaron en frecuencia absoluta y frecuencia relativa porcentual.

Para la comparacion de variables cuantitativas se utilizo la prueba t de student para
variables con distribucién normal o U de Mann Withney si las variables no presentaron
distribucién normal. Para las variables cualitativas se valor6é asociacion mediante la
prueba de chi cuadrado, en caso de valores esperados menores a 5 se utilizo la
prueba exacta de Fischer, y se cuantifico el riesgo mediante Odds Ratio.

Los datos perdidos aislados se excluyeron del andlisis bajo el precepto de que dado
gue representan menos del 10% de los casos se asume que los mismos se
distribuirdn al azar en las distintas categorias.

Se considero significativo un valor p menor a 0,05.

Se calculé la validez interna y externa de la prueba diagndstica de marcadores
tumorales considerando como pacientes enfermos a los que presentaban
confirmacion anatomopatologica de malignidad.

El procesamiento de los datos se realiz6 mediante software estadistico SPSS v22.0
(IBM, inc.)

Aspectos éticos:

La participacion del paciente fue realizada de forma andnima, la informacion brindada
fue manejada Unicamente por los autores de la investigacion respetando el secreto
profesional y asignandose a cada paciente un nimero autogenerado con el fin de
preservar la confidencialidad.

Se solicitd consentimiento informado a todos los pacientes incluidos en el estudio
explicando los riesgos del procedimiento de PAAF y los beneficios de complementar
el estudio citolégico con los marcadores tumorales seleccionados.

Los pacientes involucrados no obtuvieron ningun beneficio directo mas alla del
vinculado directamente al resultado de los marcadores utilizados, asi como ningun
detrimento en su asistencia.

El estudio fue llevado a cabo bajo estrictas normas éticas de acuerdo a la legislacién
vigente. El plan de trabajo se inscribid en el registro del MSP con el nimero 805071
y fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Maciel con el nimero 24 el 29 de
julio, 2020.
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Resultados vy discusioén:

Descripcion de la poblacioén:

Se incluyeron en el estudio 155 pacientes contando con un total de muestras de 180
debido a que en algunos casos se puncionaron dos nédulos en el mismo paciente y
en otros se extrajeron muestras tanto de la puncién en policlinica como de la pieza
quirdrgica.

La edad de los pacientes fue de 55.0 +/- 14.3 afios, 145 (93.5%) pacientes fueron de
sexo femenino y 10 (6.5%) de sexo masculino. 112 (75.7%) procedian de zonas
costeras y 36 (24.3%) de zonas alejadas de la costa. 129 (89.0%) tenian un nivel
socioeconémico medio, 10 (6.9%) medio bajo, 5 (3.4%) bajo y 1 (0.7%) deficitario.

Siete (4.8%) de los pacientes fueron expuestos a radiaciones ionizantes de cabezay
cuello durante la infancia o adolescencia.

En cuanto a las caracteristicas de los nédulos, 5 (3.3%) de los pacientes presentaban
un bocio GIV, 28 (18.7%) bocio GllI, 59 (39.3%) bocio Gll, 32 (21.3%) bocio Gl y 26
(17.3%) no presentaban bocio. 97 (63.0%) de los pacientes no tomaban levotiroxina,
6 (3.9%) tomaban solo 25 ug, 22 (14.3%) 50 ug, 7 (4.5%) 75 ug, 19 (12.3%) 100ug y
1 (0.6%) 125, 150 y 200ug en cada caso.

Se sometieron a cirugia 23 (14.8%) pacientes ya sea por puncion sugestiva o
confirmatoria de malignidad o por el tamafio del bocio aun con punciones benignas.
Se confirmé malignidad en 13 (8.4%) pacientes de los cuales 12 se sometieron a
cirugia, destacamos que un paciente con puncion confirmatoria de malignidad no se
operd dado que por el tamafio y la diseminacion de su enfermedad estaba fuera de
sancién quirargica (Tabla 3).

Proporcion de pacientes operados por patologia benigna y maligna

100 " Benigno
M Maligno

80

60

Porcentaje

40

NO Si

Cirugia
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Tabla 3: Descripcion de la poblacion

Edad (afos) 55.0 +/- 14.3
Sexo femenino 145 (93.5%)
Zona costera 112 (75.7%)
Nivel socioeconémico: medio 129 (89.0%)
medio bajo 10 (6.9%)
Bajo 5 (3.4%)

Deficitario 1 (0.7%)

Exposicion a radiaciones ionizantes 7 (4.8%)
Bocio: sin bocio 26 (17.3%)
| 32 (21.3%)
I 59 (39.3%)
1l 28 (18.7%)

\Y, 5 (3.3%)
Levotiroxina: Oug 97 (63.0%)
25ug 6 (3.9%)
50ug 22 (14.3%)
75ug 7 (4.5%)
100ug 19 (12.3%)
125ug 1 (0.6%)
150ug 1 (0.6%)
200ug 1 (0.6%)
Cirugia 23 (14.8%)
Patologia maligna 13 (8.4%)

Al evaluar la epidemiologia de los nédulos tiroideos en algunas de las caracteristicas
registradas podemos ver valores similares a los reportados por otros autores a nivel
mundial. Es coincidente en multiples reportes la gran prevalencia de nodulos en el
sexo femenino, esto se relaciona con la presencia de receptores de estrogeno en las
células tiroideas tanto normales como neoplasicas. Esto también afecta la produccion
de TSH pudiendo tener implicancias en la generacion de los nédulos. Se plantea que
altos niveles de estrégeno podrian favorecer la generacion de nodulos (Mu, 2022).
Encontramos como diferencia en nuestro estudio el ratio mujer:hombre que fue de
14.5:1, ampliamente superior a lo reportado por otros autores de 6:1 (Patel, 2023).

En nuestra poblacion la media de la edad se localiza en 55 afios siendo una poblacion
relativamente joven. En estudios recientes encontramos una discordancia en cuanto
a la mayor incidencia de nodulos tiroideos, mientras unos estudios reportan mayor
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incidencia en poblaciones jovenes siendo mayor entre los 19 y 45 afios (Chen, 2023;
Patel, 2023) otros plantean que la incidencia aumenta con la edad, siendo mayor a
partir de los 70 afios (Mu, 2022).

Tradicionalmente se ha reportado que la carencia de yodo se asocia con el desarrollo
de nddulos tiroideos, lo que hacia que las personas procedentes del centro y noreste
de nuestro pais tuvieran una mayor prevalencia de nédulos tiroideos, esta diferencia
se ha eliminado con la suplementacion de yodo en la sal. En nuestro medio el
Ministerio de Salud Publica implementé la obligatoriedad de la yodacion de la sal para
consumo humano directo e indirecto a partir del afio 1999, Ordenanza 110 del 17/3/99
(https://www.gub.uy/ministerio-salud-publica/comunicacion/comunicados/sal-para-
condimentos). La yodacion de sal no solamente se implementd en nuestro pais, sino
gue se desarrollaron distintos programas a nivel mundial para yodacién de la sal a
fines de 1990. Esto logro solucionar el problema de la deficiencia de yodo en relacion
a la generacién de nddulos tiroideos. Por otra parte, se vio que el exceso de yodo
también puede producir aumento en la generacion de los nédulos tiroideos como se
vio en China y México, en donde aumento la prevalencia de nédulos luego de la
implementacion de programas de yodacion de sal (Mu, 2022; Chen, 2023). Esto se
debe a que las células tiroideas aumentan la captacion de yodo pudiendo también
aumentar la respuesta mitética a los estimulos proliferativos dando nodulos
hiperplasicos (Yildirim Simsir, 2020). En nuestro medio no existen estudios
comparativos en cuanto a la incidencia de nédulos pre y pos yodacion de sal, si bien
no se puede descartar que el aumento en la deteccion de nodulos en periodos mas
recientes esté relacionado con los avances tecnolégicos que permiten la deteccién de
nodulos subclinicos.

Las radiaciones ionizantes en la region del cuello antes de los 20 afios aumentan la
incidencia de bocio en la juventud y cancer papilar de tiroides en edades mas
avanzadas. Las radiaciones recibidas pueden provenir tanto de radiografias,
tomografias o administracion de yodo radiactivo. A nivel mundial el episodio mas
representativo del aumento de bocio y cancer de tiroides en pacientes expuesto a
radiaciones ionizantes fue el incidente de Chernobyl. Al estudiarse a los nifios que
vivian en dicha zona al llegar a la edad adulta se vio un claro aumento de la incidencia
tanto de bocio como de cancer de tiroides (Yildirim Simsir, 2020).

A diferencia de lo reportado por otros autores encontramos una mayor prevalencia de
disfuncion tiroidea ya que en nuestra poblacién un 37% de los pacientes portadores
de nddulos tiroideos requieren suplementacion hormonal con levotiroxina contra un 5
a 29% hallado en otras series (Mu, 2022; Fan, 2023).

La prevalencia de la patologia maligna, que en nuestro caso fue de 8.4%, esta en el
limite inferior de lo reportado por otros autores siendo esta entre 8 y 15% (Fussey,
2020; Mu, 2022; Rehman, 2022; Patel, 2023).

En cuanto a los nodulos se consideraron distintas caracteristicas. En lo topografico,
87 (56.5%) de los pacientes se punciond un nddulo a nivel del I6bulo derecho 63
(40.9%) nodulos a nivel del I6bulo izquierdo y 4 (2.6%) se puncionaron nédulos a nivel
del istmo. En los pacientes que presentaban ndédulos multiples se optd por puncionar
el mas representativo o el que presentara elementos ecograficos de malignidad. En
cuanto al numero, 81 (23.3%) pacientes presentaban 4 o mas ndédulos tiroideos, 11
(7.2%) presentaban 3 nodulos, 25 (16.4%) 2 nodulos y 35 (23.0%) solo un noédulo.
Los nddulos puncionados presentaron una mediana para el tamafio de 21 RIC 16mm
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en su eje longitudinal midiendo el menor de ellos 4mm y el mayor 90mm; y una
mediana de 15 RIC 11mm en su eje anteroposterior siendo el menor de ellos 4mm y
el mayor 80mm.

Treinta y cinco (22.6%) pacientes presentaban calcificaciones en los nddulos
puncionados y 4 (2.6%) presentaron adenopatias sugestivas de malignidad por
ecografia. La vascularizacion fue central y periférica en 70 (45.8%) pacientes,
periférica en 47 (30.7%) pacientes, central en 1 (0.7%) y no presentaron
vascularizacion los nédulos de 35 (22.9%) de los pacientes puncionados. Los nédulos
fueron en 39 (25.8%) pacientes hipoecogénicos, 99 (65.3%) isoecogeénicos y 13
(8.6%) de los pacientes hiperecogénicos. En cuanto a su consistencia en 66 (43.2%)
eran nodulos solidos, 12 (7.8%) quisticos y 75 (49.0%) mixtos (Tabla 4).

Tabla 4: Caracteristicas de los nédulos

Numero de nodulos: 1
2
3
4 0 mas
Lébulo: Derecho
Izquierdo
Istmo
Tamafio: Longitudinal (mm)
Anteroposterior (mm)
Calcificaciones
Adenopatias
Vascularizacion: Sin vascularizacion
Central
Periférica
Central y periférica
Ecogenicidad: Hipoecogénicos
Isoecogénicos
Hiperecogénicos
Consistencia: Sélido
Quistico

Mixto

35 (23.0%)
25 (16.4%)
11 (7.2%)
81 (53.3%)
87 (56.5%)
63 (40.9%)
4 (2.6%)
21 RIC 16
15 RIC 11
35 (22.6%)
4 (2.6%)
35 (22.9%)
1 (0.7%)
47 (30.7%)
70 (45.8%)
39 (25.8%)
99 (65.3%)
13 (8.6%)
66 (43.2%)
12 (7.8%)
75 (49.0%)

Al comparar la cantidad de pacientes que presentan nodulos solitarios y multiples
vemos reflejada la misma tendencia que en reportes internacionales en los cuales se
plantea que dentro de los pacientes portadores de nodulos tiroideos los pacientes con
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nodulos multiples son el triple de los pacientes portadores de nddulos Unicos (Aslan,
2020)

Los nodulos a nivel del istmo tiroideo son francamente menos frecuentes que los
presentes en los distintos l6bulos. Esto se relaciona con la superficie de esta parte de
la glandula, que siendo mucho menor respecto a la de los I6bulos es esperable que
presente menos nodulos. Estudios reportan que solamente 4.2 a 6.4% de los nddulos
asientan en esta topografia si bien en nuestro trabajo la prevalencia fue levemente
inferior a esto (Dellal, 2020).

En nuestro estudio se detectaron adenopatias en solamente 4 de los pacientes
incluidos que después se verd que en 3 pacientes se confirmaron adenopatias
patoldgicas en la pieza de reseccion. Si bien la ecografia es el estudio de eleccion
para la deteccion de la diseminacion ganglionar, la sensibilidad para la identificacion
de adenopatias cae en relacion a la que presenta para la deteccidon de ndédulos
tiroideos (Liu, 2021).

La determinacion de la ecogenicidad presenta variaciones segun los criterios
utilizados por las diferentes asociaciones de radiologia a nivel mundial. Mientras
algunas consideran como determinante de la ecogenicidad la que esté presente en
mayor area del nédulo, otras consideran como levemente hipoecogénicos a los que
presentan al menos una minima parte hipoecogénica. Esto se relaciona con el riesgo
de malignidad vinculado a esa caracteristica. Incluso algunas consideran dentro de la
hipoecogenicidad distintos grados, condicion muy especifica que no esta difundida
entre los ecografistas de nuestro medio. En estudios realizados en otros paises se vio
gue los ndédulos iso o hiperecogénicos son los mas frecuentemente identificados en
la poblacion, caracteristica que coincide en nuestro estudio (Lee, 2022).

En nuestros pacientes fueron mas frecuentes los nddulos mixtos, seguidos de cerca
por los nédulos solidos y por ultimo los nédulos quisticos. Esto difiere con lo reportado
en metandlisis donde identificaron una mayor prevalencia de nédulos sélidos frente a
los mixtos. Si coincide en cuanto a que son mas frecuentes los nédulos mayores a
1cm. Por ultimo diferimos ampliamente con los resultados respecto a la cantidad de
nodulos ya que en nuestro caso los ndédulos multiples estuvieron presentes en 77%
de los pacientes contra una prevalencia similar entre los ndédulos Unicos y multiples
(Mu, 2022).

Cuando consideramos la clasificaciéon Bethesda informada por el Departamento de
Anatomia Patolégica encontramos que los nédulos correspondieron a Bethesda Il en
136 (88.3%) pacientes, Bethesda lll en 2 (1.3%) pacientes, Bethesda IV en 4 (2.6%)
pacientes, Bethesda V en 8 (5.2%) pacientes y Bethesda VI en 4 (2.6%) pacientes
(Tabla 5).

Tabla 5: Clasificacion Bethesda

[ 136 (88.3%)

I 2 (1.3%)
\Y 4 (2.6%)
Y% 8 (5.2%)
VI 4 (2.6%)
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La importancia de la clasificacion Bethesda radica en que cada categoria se asocia
con una probabilidad de malignidad, siendo casi nula en la categoria Bethesda Il y
muy proxima al 100% en los pacientes Bethesda VI. Por lo tanto, es fundamentan
localizar a los pacientes en la categoria que refleje lo mas representativamente
posible el nédulo. La categorizacion tiene parametros especificos a identificar en la
lamina visualizada al microscopio si bien es una prueba que se ve afectada por la
capacidad del patélogo de identificar dichas caracteristicas. Inicialmente se habia
reportado que 10 a 40% de los nédulos podrian presentar citologia indeterminada
(Bongiovanni, 2019). Esta proporcion se aproxima mas al extremo inferior en estudios
mas recientes lo que se plantea que se relacione con la mayor difusion del sistema
de clasificacién Bethesda desde su creacion asi como también con mayor practica de
los patologos actuantes (Durgun, 2023).

En nuestro estudio solamente a 3.9% de los pacientes se les asignd categoria
indeterminada. Esto podria relacionarse con la amplia experiencia del Departamento
de Anatomia Patologica de nuestro hospital y un equipo de patélogos especialmente
dedicados a patologia endocrina, en especial para las afecciones de la glandula
tiroides. Al concentrar su actividad en este campo podrian reconocer diferencias mas
sutiles que les permitan definir el diagnostico hacia patologia benigna o maligna en
un mayor nimero de casos.

De acuerdo a reportes internacionales el 70 a 80% de las punciones son
categorizadas como Bethesda Il (Mulita, 2021; Durgun, 2023), en nuestro caso
tenemos una cantidad superior de pacientes con punciones dentro de esta categoria.
Ello podria vincularse a que se realizan punciones a pacientes derivados de todo el
territorio al sur del Rio Negro, en ocasiones con solicitud de puncion de nédulos
menores a 1cm y sin elementos clinicos ni ecograficos de malignidad. En otros casos
estos pacientes no tendrian indicacién de puncion, pero dado el dificil acceso al
estudio y seguimiento posterior, asi como el tiempo y presupuesto invertido en el
traslado fuerza a que se realice de todas maneras la puncién, si bien a priori se
esperaria que dichos nodulos fueran benignos. En Korea se realizd un estudio en el
cual evaluaron las punciones realizadas sin indicacion clara en el cual encontraron
gue entre 24 y 40% de las punciones que se realizaron en el centro de estudio no
presentaban indicacion de puncién citolégica. Ellos atribuyen el aumento de
punciones innecesarias al miedo entre los especialistas médicos en pasar por alto el
diagndstico de un nédulo maligno y coinciden con lo planteado para nuestro medio. A
ello se suma el hecho que es controversial retornar al paciente a su centro de atencién
primaria sin realizar el estudio para el cual fue referido (Jeong, 2020).

La probabilidad de malignidad para los ndédulos indeterminados varia entre 15.7 y
54.6% para los nddulos Bethesda Il y 16.8% a 72.4% para los n6dulos Bethesda IV
segun las distintas regiones. Porcentaje francamente mayor respecto al reportado
inicialmente para esta clasificacion (Zahid, 2020; Durgun, 2023). Cuando
consideramos los limites superiores de estas categorias la probabilidad de malignidad
es alta por lo que es fundamental llegar a un diagndstico etiolégico, aun cuando sea
necesario realizar un procedimiento quirdrgico para llegar al mismo.

Al considerar las categorias Bethesda V y VI, la prevalencia reportada por PAAF es
de 4.0% y 3.3% respectivamente (Durgun, 2023), valores muy similares a los hallados
en nuestro estudio.
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Anatomia patoléqgica:

Complementario al estudio para las mutaciones de BRAF V600E se realiz6 un estudio
de muestras en parafina adicionando a los pacientes operados de la serie de
citopucién otros pacientes operados en el hospital. Para dicho analisis
anatomopatoldgico se estudiaron 53 pacientes, afadiéndose 33 muestras
correspondientes a 30 pacientes adicionales obtenidas de cortes de parafina
solicitados al Departamento de Anatomia Patologica del Hospital Maciel ademas de
los 23 pacientes sometidos a cirugia de la poblaciéon con citopuncién. Tres de las
muestras de parafina correspondieron a pacientes sometidos a citopuncion en los que
se confirmé patologia maligna pero se obtuvo resultado negativo para la mutacion
BRAF. Estas laminas fueron previamente evaluadas por una patdloga experimentada
en patologia tiroidea para seleccionar las laminas representativas del nodulo
afiadiéndose muestras tanto de patologia benigna como maligna.

La anatomia de las piezas resecadas correspondié en 11 (20.8%) pacientes a
adenoma, 26 (49.1%) pacientes a carcinoma papilar, en 3 (5.7%) pacientes a
microcarcinoma papilar, en 2 (3.8%) paciente a carcinoma medular, en 7 (13.2%)
pacientes a hiperplasia funcional y 1 (1.8%) paciente a linfoma tiroideo, adenoma
oncocitico, NIFTP y carcinoma folicular en cada caso.

Los pacientes con patologia maligna presentaron multifocalidad en 17 (53.1%) casos,
bilateralidad en 13 (41.9%) casos y adenopatias positivas en 8 (21.6%) casos. Se
evidencié invasion de la capsula del 6rgano en 9 (32.1%) de los casos y extension
extratiroidea en 4 (14.3%) casos. Los ndédulos malignos presentaron una mediana
para el tamafio en su eje mayor de 13.0 RIC 10mm (Tabla 6).

La puncion aspirativa con aguja fina es un método minimamente invasivo, costo
efectico y que puede realizarse de forma ambulatoria y se realiza con el objetivo de
diferenciar patologia benigna de maligna. Se vio que en general las muestras
identificadas como sospechosas de malignidad segun la clasificacion de Bethesda
suelen confirmarse malignas en el examen histopatolégico (Alshahrani, 2022). Se
destaca especialmente la concordancia en este punto dado que en los casos que se
identifican nédulos tanto sospechosos como malignos en nuestro medio se procede
a la reseccion quirargica de la tiroides con confirmacion intraoperatoria.

Es de fundamental importancia conocer la concordancia entre la citologia obtenida
mediante puncién aspirativa y el resultado final de la pieza histolégica. Ello se basa
en gue en muchos casos las decisiones terapéuticas se basan en los hallazgos
citolégicos y el objetivo es que las mismas presenten una concordancia lo mas
cercano al 100% posible para evitar tanto el sobretratamiento de patologia benigna
como el infratratamiento en pacientes portadores de patologia maligna. Al igual que
en el estudio de Patel hubo una minima discordancia entre las punciones y el estudio
anatomopatoldgico definitivo. En nuestro estudio se hallé 2 (8.7%) casos de falsos
negativos. Estos correspondieron a un carcinoma papilar y un microcarcinoma papilar.
Estos resultados son aceptable si lo comparamos con lo reportado por otros autores
gue reportan entre 3 y 14% de falsos negativos. Este valor puede aumentar incluso
hasta hasta 19% en n6dulos mayores a 4cm, situacion que se puede dar en pacientes
portadores de bocio multinodular (Alshanthry, 2020; Mulita, 2021; Aliyev, 2022). Se
plantea que esto pueda relacionarse con el nimero y tamafio de los nédulos, ya que
en los casos en que hay multiples nédulos o estos son de mayor tamafio aumenta
exponencialmente la dificultad para obtener una muestra representativa de los
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mismos (Patel, 2022).

Tabla 6: Resultado del estudio

anatomopatoldgico (n=53)
Histologia: Adenoma 11 (20.8%)
Carcinoma papilar 26 (49.1%)

Microcarcinoma papilar 3 (5.7%)

Carcinoma medular 2 (3.8%)
Hiperplasia funcional 7 (13.2%)
Linfoma 1 (1.9%)
Adenoma oncocitico 1 (1.9%)
NIFTP 1 (1.9%)
Carcinoma folicular 1 (1.9%)
Adenopatias positivas 8 (21.6%)
Focos: Unifocal 15 (46.9%)
Multifocal 17 (53.1%)
Unilateral 18 (58.1%)
Bilateral 13 (41.9%)
Invasion capsular 9 (32.1%)
Extension extratiroidea 4 (14.3%)

Tamafo en su didmetro mayor (mm)  15.5+/-9.2

La histologia tipo NIFTP se propuso como remplazo de la variante folicular no invasiva
del carcinoma papilar, es el segundo subtipo en frecuencia del carcinoma papilar y
corresponde a 5.0 a 22.5% de los casos. Se vio en distintos estudios que
histolégicamente se asemeja mas a los adenomas foliculares que a los carcinomas
papilares clasicos siendo mas frecuentemente encontrada la mutacion RAS y estando
ausente la mutacion BRAF V600E. Al agregar la categoria NIFTP se evidencié una
disminucion del riesgo de malignidad segun la clasificacion de Bethesda,
especialmente en las categorias correspondientes a citologia indeterminada en
relacion a la limitacion en la citologia para evaluar la invasion capsular (Al-Maghrab,
2022).

Los resultados falsos negativos se pueden mitigar realizando 3 0 4 tomas biopsicas
del mismo ndédulo en los casos en que este presenta un gran tamafio o realizando en
diferido una nueva puncion para estudio citolégico. Se vio que la realizacion de mas
de 2 punciones seguidas en el tiempo no aporta mejorias en el diagndéstico (Mulita,
2021).

Por otra parte, también tuvimos en nuestro estudio un (4.3%) caso de falso positivo
gue correspondia a un paciente que traia el resultado de una puncién potencialmente
maligna que fue realizada en otro centro. El paciente se sometio a cirugia en nuestro
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hospital donde se reseco el I6bulo afectado y se realizo el estudio intraoperatorio del
mismo. Dado que en el intraoperatorio no se confirm6 malignidad en el nddulo
identificado previamente como potencialmente maligno, se finalizo la cirugia. En el
estudio en diferido de la pieza de reseccion se descarto definitivamente la patologia
maligna. Esto coincide con los falsos positivos reportados por otros autores que son
entre 3.6 y 13.3% (Aliyev, 2022; Alshahrani, 2022).

Optimizacién de PCR:

Se logro optimizar la sensibilidad de la técnica AS-PCR para V600E del gen BRAF.
Para esta determinacion se realizaron distintas mezclas de ADN normal y mutado
para el gen obtenido de distintas lineas celulares de cancer de colon (HT29 para ADN
mutado y K562 para el ADN normal). Se disminuye gradualmente la representatividad
de ADN mutado presente en la mezcla para determinar el minimo porcentaje de ADN
detectable mediante la técnica utilizada. Se obtuvo una sensibilidad maxima de 0.6%
(Figura 11)

Figura 11: (-) control negativo, (K) K562, (H) HT29, PM 100bp. Los carriles a la izquierda
del peso molecular corresponden a la reaccion normal y a la derecha a la mutada en los
que se va descendiendo la concentracion de ADN mutado en cada carril. (1) 16.0%, (2)
5.5%, (3) 1.8%, (4) 0.6%, (5) 0.2%, (6) 0.07%, (7) 0.02%

Al realizar la PCR con las muestras obtenidas de los pacientes encontramos que no
en todos los casos obteniamos bandas normales nitidas y en algunos casos no se
obtenia ninguna banda. Inicialmente planteamos que esta situacién se relacione con
la baja cantidad de ADN presente en algunas muestras (Figura 12).

Figura 12: (1) control negativo, (2) T90A, (3) T98, (4) T166, (5) T167A, (6) T167B, (7) K562,
(8) H20, (9) HT29, (10) peso molecular, (11) control negativo, (12) T90A, (13) T98, (14)
T166, (15) T167A, (16) T167B, (17) H20, (18) HT29. A laizquierda del peso molecular se
realiza la amplificacion para el alelo normal y a la derecha para el alelo mutado. Se
obtienen bandas definidas para los controles y para el alelo mutado de T90A. Se ve que
en muestras normales de algunos pacientes no se obtienen bandas o las mismas son muy
tenues.

En las muestras en las cuales no se obtuvieron bandas normales adecuadas al
realizar la PCR inicial se procesaron nuevamente las muestras haciendo la PCR
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heminested. Con este procedimiento se obtuvieron bandas normales definidas en
todos los pacientes (Figura 13).

NORMAL MUTADO

Figura 13: (1) control negativo, (2) T98, (3) T146B, (4) T146C, (5) T166 1, (6) T166 2, (7)
T167B, (8) H20, (9) HT29, (10) peso molecular, (11) control negativo, (12) T98, (13)
T146B, (14) T146C, (15) T166 1, (16) T166 2, (17) T167B, (18) H20, (19) HT29. A la
izquierda del peso molecular se realiza la amplificacién para el alelo normal y a la derecha
para el alelo mutado. Se obtiene bandas definidas para todas las muestras normales y
banda mutada para la muestra T146C, en ambos casos no se ve banda en el control
negativo ni en el control de contaminacion y si se obtiene banda para el control positivo,
todas ellas al nivel de 200pb.

En las muestras provenientes de cortes de parafina las concentraciones de ADN
fueron elevadas, con buena relacion 260/280 en todos los casos. De todas formas al
realizar la PCR con el ADN proveniente de estas muestras, en algunos casos no se
obtuvieron bandas ni normales ni mutadas al realizar la PCR simple. Si se obtuvieron
bandas nitidas para todas las muestras mediante el procedimiento de PCR
heminested. Se plantea que esto se deba a la presencia de inhibidores que limitan en
parte la amplificacion en el primer round, pero aumentando la sensibilidad con la
heminested, se logran visualizar. Esta situacién también se verifico en el caso de una
puncion aspirativa con aguja fina realizada en policlinica en la cual se contaba con
una concentracion de ADN de 100ng/ul y no se obtuvieron bandas mediante PCR
simple y si en la PCR heminested.

Marcador tumoral BRAF:

Se identificé la mutacion BRAF V600E en 16 (9.8%) de los pacientes incluidos en el
estudio.

Se demostré que los pacientes portadores de la mutacién BRAF, asi como los que no
la presentan no difieren en sus caracteristicas demograficas (Tabla 7).

Es fundamental demostrar que no existen diferencias entre las caracteristicas
demograficas de ambas poblaciones para poder atribuir la asociacion entre las
variables consideradas y la presencia o ausencia de la mutacién sin que exista el
efecto de factores de confusion.
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Tabla 7: Caracteristicas demogréficas segun presencia de la mutacion BRAF

BRAF + BRAF — Valor p
n=16 n=139

Edad (afos) 52.9+4/-12.8 55.3+/-14.5 0.525
Sexo femenino 14 (87.5%) 131 (94.2%) 0.275
Zona costera 10 (83.3%) 102 (75.0%) 0.731
Nivel socioecondémico: medio 13(92.9%) 116 (88.5%) 0.880

medio bajo 1(7.1%) 9 (6.9%)

Bajo 0 5 (3.8%)

Deficitario 0 1 (0.8%)
Exposicion a radiaciones ionizantes 0 7 (5.3%) 0.489

Bocio: sin bocio 4 (26.7%) 22 (16.3%) 0.617
| 3(20.0%) 29 (21.5%)
I 4(26.7%) 55 (40.7%)
I 4(26.7%) 24 (17.8%)

\Y; 0 5 (3.7%)
Levotiroxina: Oug 9 (56.3%) 88 (63.8%) 0.819
25ug 0 6 (4.3%)

50ug 2 (12.5%) 20 (14.5%)

75ug 1 (6.3%) 6 (4.3%)
100ug 4(25.0%) 15 (10.9%)
125ug 0 1 (0.7%)
150ug 0 1 (0.7%)
200ug 0 1 (0.7%)

Cuando consideramos las caracteristicas de los nddulos en relacién a la presencia o
ausencia de la mutacion BRAF V600E encontramos una diferencia significativa entre
los grupos en cuanto al nimero de nddulos, teniendo mayor cantidad de ndédulos en
los pacientes que presentan la mutacion (valor p 0.018); en la ecogenicidad, teniendo
mayor proporcion de nddulos hipoecogénicos en los pacientes que presentan la
mutacion (valor p 0.01) y en la confirmacion anatomopatolégica de malignidad siendo
estd ampliamente mayor en los pacientes que presentan la mutacion (valor p <0.001).
(Tabla 8).
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Tabla 8: Caracteristicas de los nédulos segin mutacion BRAF en muestras citologicas

Numero de nédulos: 1
2
3
4 0 mas
Lébulo: Derecho
Izquierdo
Istmo
Tamafio: Longitudinal (mm)
Anteroposterior (mm)
Calcificaciones
Adenopatias
Vascularizacion: Sin vascularizacion
Central
Periférica
Central y periférica
Ecogenicidad: Hipoecogénicos
Isoecogénicos
Hiperecogénicos
Consistencia: Sélido
Quiistico

Mixto

BRAF +
n=16

1 (6.3%)
3 (18.8%)
4 (25.0%)
8 (50%)

0

4 (25.0%)
12 (75.0%)
18 RIC 22
15 RIC 15
7 (43.8%)
1 (6.3%)
3 (20.0%)
0

4 (26.7%)
8 (53.3%)
9 (56.3%)
7 (43.8%)
0

9 (56.3%)
0

7 (43.8%)

BRAF —
n=139

34 (25.0%)
22 (16.2%)
7 (5.1%)
73 (53.7%)
75 (54.3%)
59 (42.8%)
4 (2.9%)
22 RIC 16
15 RIC 10
28 (20.1%)
3 (2.2%)
32 (23.2%)
1 (0.7%)
43 (31.2%)
62 (44.9%)
30 (22.2%)
92 (68.1%)
13 (9.6%)
57 (41.6%)
12 (8.8%)
68 (49.6%)

Valor p

0.018

0.266

0.327
0.917
0.053
0.356
0.926

0.01

0.330

Se evidencié asociacién entre la patologia maligna y la mutacion BRAF V600E con
un valor p <0.001 viéndose una mayor proporcion de mutaciones en los pacientes
portadores de patologia maligna (Tabla 9)

Tabla 9: Patologia maligna en relacion con la mutacion BRAF

BRAF + BRAF — Valor p
n=16 n=139
Patologia maligna 10 (62.5%) 3 (2.2%) <0.001
Patologia benigna 6 (37.5%) 136 (97.8%)
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En nuestro caso se vio un franco predominio de los nddulos hipoecogénicos en los
pacientes portadores de la mutacibn BRAF, caracteristica que coincide con los
factores de riesgo ecograficos sugestivos de malignidad en los nddulos tiroideos. Hay
autores que hallan en sus estudios resultados concordantes con los nuestros (Xu,
2022) mientras que otros no encuentran asociacion entre la ecogenicidad y la
mutacion BRAF (Dong, 2020).

En lo que respecta a las microcalcificaciones, si bien el valor p para esta variable fue
préximo a 0.05, no fue inferior a este por lo que no se logré demostrar asociacion con
la mutacién BRAF. Esta caracteristica presenta la misma discordancia mencionada
para la ecogenicidad variando sus resultados entre los distintos autores (Dong, 2020;
Xu, 2022). Se podria plantear que en nuestro caso se vincule al bajo niumero de
pacientes que presentaron la mutacion pudiendo variar el resultado con muestras mas
grandes.

No se encontro registros sobre trabajos previos que relacionen la cantidad de nédulos
gue asientan sobre la glandula y la mutacion BRAF.

Dadas estas discordancias seria importante contar con estudios con alto nivel de
evidencia o la confeccidn de un metanalisis para poder identificar fehacientemente los
elementos clinicos asociados a la mutacion BRAF.

Identificamos en nuestro estudio un franco predominio de pacientes portadores de la
mutacion BRAF V600E en los cuales se confirmd la presencia de patologia maligna.
Distintos estudios demostraron que la presencia de la mutacién en la posicion 600 de
BRAF se asocia con el desarrollo y la progresion del cancer papilar de tiroides. La
combinacion de la deteccién de esta mutacion con el resultado citolégico aumenta la
precision del diagndéstico de cancer papilar de tiroides. Esta mutacion también se
asocia con un peor pronéstico, mayor incidencia de metéastasis y recurrencia (Xu,
2022; Kasko 2023).

Al considerar la distribucion de la mutacion BRAF en relacion a la clasificacion
citolégica de Bethesda encontramos mayor proporcion de pacientes portadores de la
mutacion en las categorias correspondientes a patologia maligna (Bethesda V y VI)
respecto a la categoria benigna (Bethesda Il) (valor p < 0.001) (Tabla 10).

Tabla 10: Clasificacion Bethesda segun mutaciéon BRAF

BRAF + BRAF — Valor p
n=16 n=139
Bethesda: I 7 (43.8%) 129 (93.5%) < 0.001
1l 0 2 (1.4%)
\Y 0 4 (2.9%)
v 6 (37.5%) 2 (1.4%)
VI 3(18.8%)  1(0.7%)

Tenemos una mayor proporcion de pacientes con patologia maligna en el grupo de
pacientes que presentan la mutacion respecto a los pacientes que no la presentan lo
gue coincide con otros reportes a nivel mundial. Llama la atencion que en 7 casos se
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haya identificado la mutacion BRAF en pacientes Bethesda Il. Al analizar mas
detenidamente estos pacientes hallamos que dos de los siete pacientes fueron
sometidos a cirugia por presentar un bocio grado lll, en el estudio de la pieza
quirdrgica se encontrd que uno correspondio a un microcarcinoma papilar y otro a un
adenoma folicular. Seria interesante contar con un seguimiento mas prolongado de
los 5 pacientes restantes para evaluar si desarrollan patologia maligna en la evolucion
pero dicho periodo escapa a los plazos de este estudio. En otros paises la mutacién
en pacientes portadores de patologia benigna es minima o incluso nula (Bellevicine,
2019; Li, 2022). Destacamos que en nuestro medio no es aceptada la indicacion de
cirugia basados solo en los marcadores moleculares y en ausencia de elementos
clinicos, imagenoldégicos o citoldgicos sugestivos de malignidad.

Algunos autores plantean que los resultados falsos positivos de la mutaciéon BRAF en
realidad se trate de una situacién de “vanishing tumor” que establece que la
realizacion de PAAF induce cambios secundarios que llevan al reemplazo del
carcinoma tiroideo (Bellevicine, 2019). Otros sugieren que para la realizacion de los
marcadores moleculares con adecuado rendimiento costo efectividad, estos no deben
realizarse de rutina sino que deben hacerse en ndédulos indeterminados o
sospechosos de malignidad (Chen, 2021). En estos casos podria existir la mutacién
también en nédulos con citologia Bethesda Il pero se desconoce su prevalencia dado
gue los mismos no son estudiados.

No identificamos en nuestro trabajo pacientes que presentaran la mutacion
clasificados como Bethesda IIl o IV lo que coincide con lo reportado por Qui en su
estudio (Qui, 2020) si bien otros autores como Sheng encuentran mutaciones sobre
el gen BRAF ya presentes en la categoria Bethesda Il (Sheng, 2021).

El analisis con el agregado de las muestras provenientes de cortes de parafina no
difiere significativamente del obtenido de los datos de la poblacidon general mediante
puncion aspirativa. Los resultados de la citologia son concordantes con los resultados
de la histologia donde se encuentra una mayor proporcibn de carcinoma o
microcarcinoma papilar en los pacientes que presentan la mutacion (valor p 0.039)
(Tabla 11).

En las muestras obtenidas de los corten en parafina se incluyeron 3 pacientes en los
cuales pese a ser portadores de patologia maligna no se hallé la mutacion BRAF ni
en la puncion aspirativa con aguja fina realizada en policlinica ni en la aspiracion
realizada al extraer la pieza quirargica. En uno de los pacientes tampoco se verifico
la presencia de la mutacién al extraerse la muestra de una zona confirmada tumoral
al microscopio mientras que en los otros dos si se hallé la mutacién por este método.
Destacamos que esto no afect6 significativamente los resultados globales del estudio
de citopuncién, obteniéndose una aceptable relacién entre la mutacion BRAF vy las
muestras obtenidas de la citologia.

Se vio una asociacion significativa entre la histologia de los tumores y la mutacion
BRAF V600E. Se encontr6 una mayor proporciéon de muestras positivas para los
carcinomas papilares mientras que para los adenomas fue mayor la proporcion de
muestras negativas para la mutacion.
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Tabla 11: Caracteristicas histopatologicas de los nédulos segun
mutacion BRAF

BRAF + BRAF — Valor p
n=23 n=30
Histologia: Adenoma 1(4.3%) 10 (33.3%) 0.039

Carcinoma papilar 20 (87.0%) 6 (20.0%)

Microcarcinoma papilar 2 (8.7%) 1 (3.3%)

Carcinoma medular 0 2 (6.7%)

Hiperplasia funcional 0 7 (23.3%)

Linfoma 0 1 (3.3%)

Adenoma oncocitico 0 1 (3.3%)

NIFTP 0 1 (3.3%)

Carcinoma folicular 0 1 (3.3%)
Adenopatias positivas 6 (27.3%) 2 (13.3%) 0.639
Focos: Unifocal 10 (45.5%) 5 (50.0%) 0.704

Multifocal 12 (52.2%) 5 (50.0%)
Unilateral 11 (50.0%) 7 (77.8%) 0.237
Bilateral 11 (50.0%) 2 (22.2%)
Invasion capsular 6 (35.3%) 2 (20.0%) 0.667
Extension extratiroidea 2 (11.8%) 1 (10.0%) 0.529

Tamafio en su didmetro mayor (mm) 12.0RIC11.0 15RIC13.0 0.881

La mutacion BRAF V600E tiene una prevalencia reportada de 35 a 87% en los
pacientes con carcinoma papilar, esta variabilidad puede relacionarse con las distintas
etnias y regiones de procedencia (Dong, 2020; Xu, 2022; Kasko, 2023). En nuestro
caso nos encontramos proximos al limite superior de lo reportado dado que la
mutacion se halla presente en el 75.9% de los canceres papilares. Esto puede
relacionarse con la regién de procedencia ya que si tomamos en consideracion otros
estudios realizados en Sudamérica encontramos una prevalencia de 66% en
Argentina y 70% en Brasil (Oler, 2009; Repetto, 2023).

Se vio que la presencia de la mutacion BRAF V600E en microcarcinoma papilar se
asocia con mayor agresividad cambiando francamente su pronaostico (Kasko, 2023).
Por este motivo se plantea que el estudio genético podria tener implicancias al
momento de decidir la técnica quirdrgica. En este tipo de tumor una lobectomia podria
ser procedimiento suficiente, o incluso considerarse el control clinico sin reseccion
quirdrgica, en ausencia de la mutacion BRAF; en cambio en los pacientes que
presentan la mutaciébn deberia ser considerada la tiroidectomia total como
procedimiento estandar (Dong, 2020; Silver 2021). Esta distincion encuentra su
aplicacién en otros paises donde admiten distintos tratamientos para esta variante del
carcinoma papilar. En nuestro servicio realizamos la tiroidectomia total en todos los

52



pacientes portadores de carcinoma tiroideo confirmado en el preoperatorio o
intraoperatorio aunque existen distintas posturas en cuanto a la técnica a utilizar en
estos casos en otros servicios del pais. En nuestro caso dada la baja prevalencia de
invasion capsular asi como extratiroidea no logramos demostrar asociacion entre la
mutacion y estas.

En estudios realizados en otros paises se identificé asociacion de la mutacion BRAF
con la presencia de adenopatias metastasicas, no asi con la focalidad o el tamafio
(Dong, 2020). Destacamos que en nuestro caso contamos con una muestra pequefa
de piezas de reseccion por lo que ello puede limitar la identificacion de diferencias
entre los grupos mutados y no mutados.

Marcador molecular TERT:

La mutaciéon del promotor del gen TERT es un evento precoz en la tumorigenesis y
se relaciona con mayor agresividad y peor prondstico. Algunos pacientes incluso
pueden presentar lesiones foliculares por la histologia y presentar ya la mutacion del
promotor de TERT. Hay autores que recomiendan que aunque se trate de una lesién
benigna por histologia se realice la tiroidectomia total por la potencial malignidad de
esta mutacion (Chung, 2020). Si bien la frecuencia de esta mutacioén es muy baja en
pacientes con patologia neoplasica benigna, hay casos en los cuales se identifica la
mutacion en ausencia de cancer y podria estar vinculado al infiltrado linfocitario del
nédulo (Pestana, 2020).

Esta mutacion esté presente en 10 a 20% de los canceres diferenciados de tiroides,
hasta 40% cuando consideramos solo el subtipo papilar, aunque en general la
mayoria de los autores reportan menos del 10%, y 65% en lo canceres anaplasicos
(Agarwal, 2022). En los microcarcinomas papilares su prevalencia es mucho menor,
no superando el 9% de los casos (Matsue, 2023).

La presencia de la mutaciéon del promotor de TERT aumenta el riesgo de
transformacién anaplasica en los canceres diferenciados. Algunos estudios
encuentran mayor frecuencia de la mutacion del promotor de TERT asociada a
mutacion de BRAF lo que plantea una accién sinérgica sobre la via MAPK. La
coexistencia de ambas mutaciones tiene peor prondstico, menor sobrevida y otorgan
resistencia al tratamiento con radioiodo (Chung, 2020).

Al igual que sucede con la mutacion BRAF V600E hay caracteristicas ecograficas que
pueden hacer sospechar de la presencia de una mutacion sobre el promotor de TERT
como son nédulos mas altos que anchos, margenes microlobulados, contacto con la
capsula tiroidea, edad mayor a 50 afios y multifocalidad. Esto es util para seleccionar
los pacientes que se beneficiarian del estudio con este marcador y asi reducir la
cantidad de falsos positivos (Shi, 2020). Incluso en algunos paises no plantean que
sea costo-efectivo la evaluacion del marcador en todos los pacientes sino que
recomiendan realizarlo solo en los pacientes en edades avanzadas con elementos
sugestivos de mutacion del marcador (Choi, 2021).

En nuestro estudio no logramos optimizar la técnica de PCR para a amplificacion del
promotor de TERT. Se probaron multiples primers y en multiples condiciones tanto de
temperatura como tiempo de anillado y concentracion de MgCIl no lograndose
amplificar el fragmento de interés. En un solo caso se logré una banda en el gel pero
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gue no correspondia a la secuencia del promotor de TERT cuando se realizd la
secuenciacion probablemente en relacion a la amplificacion de otros fragmentos que
coincidieran con los primers. Esta es la principal debilidad de nuestro trabajo ya que
este marcador fue uno de los seleccionados para ser evaluado junto a BRAF para el
diagnostico de patologia maligna tiroidea. Es relevante también para nuestra
poblacién dado los reportes de su agresividad ya que se podria plantear seguimiento
mas estricto a los pacientes que presenten la mutacion.

Se realiz6 durante el periodo de estudio una busqueda bibliografica exhaustiva
respecto a los motivos vinculados a la no amplificacion del fragmento de interés y se
consultaron grupos internacionales quienes si han logrado la amplificaciébn para
indagar sobre cuales fueron sus dificultades al respecto y como poder sobrepasarlas.
Se planteo la presencia de inhibidores de la PCR por lo que se utilizaron aditivos como
los descritos en materiales y métodos para intentar sortear esta dificultad no teniendo
éxito. Otro grupo de autores report6é dificultad en su estudio al momento de la
amplificacion por PCR de la secuencia de TERTp, difiere con nuestro caso el hecho
de que ellos utilizaron kits comerciales. No consignan en el trabajo a que atribuyen la
dificultad para la amplificacion (Da Costa, 2021)

Marcador molecular KRAS:

Se buscé determinar la mutacion KRAS en el ADN de las muestras extraidas
mediante puncion aspirativa por aguja fina asi como también de las piezas de
anatomia patologica. Se analizaron en total 49 muestras, 20 de ADN extraido de
puncion aspirativa con aguja fina y 33 de piezas extraidas de parafina. En ambos
casos se incluyeron todos los pacientes con patologia maligna confirmada, adenomas
y algunos ndodulos hiperplasicos, se incluyeron también todos los pacientes que
presentaron la mutacion BRAF independientemente del tipo de patologia. Se contd
con suficiente ADN en las muestras para realizar el procedimiento de acuerdo a las
indicaciones del fabricante, pero en ninguno de los casos se identificaron las
mutaciones KRAS de interés.

Las mutaciones sobre el protooncogén RAS fueron las primeras en ser reconocidas
como parte de la oncogénesis del carcinoma tiroideo. Si bien la presencia de esta
mutacion no es patognomonica de carcinoma, es la segunda més frecuente luego de
la mutacion BRAF (Han, 2023). Sus isoformas (H/K/N RAS) pueden estar presentes
también en adenomas o NIFTP en 20 a 100% de los casos segun distintos estudios.
Los tumores que presentan la mutacidon KRAS suelen comportarse de forma menos
agresiva. Estan presentes en 33% de los adenomas, 22% de los carcinomas
papilares, 53% de los carcinomas foliculares y 60% de los canceres indiferenciados
(Marotta, 2021; Kasko, 2023).

La determinacion del biomarcador KRAS no demostré en estudios internacionales
resultados muy prometedores dado que la proporcién de positividad en pacientes
portadores de patologia maligna es minimamente superior a los portadores de
patologia benigna por lo que la determinacién de esta mutacién resulta controversial.
Si se demuestra relevante cuando es determinada como co-mutacion junto con otras
mutaciones como BRAF ya que puede aumentar la agresividad (Marotta, 2021;
Kasko, 2023).

En afios anteriores habia un mayor interés en la determinacion de la mutacion KRAS
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aislada. Eso es previo al cambio de categorizacion de los tumores tiroideos cuando
no existia la categoria NIFTP y los tumores con este patrén correspondian a la
variante folicular no invasiva del carcinoma papilar. En ese momento se planteaba
gue esta mutacion tenia un moderado potencial maligno comparable a la de los
carcinomas diferenciados, particularmente el carcinoma papilar. Con los avances en
la investigacion del carcinoma tiroideo se elimind la variante folicular no invasiva del
carcinoma papilar y fue sustituida por NIFTP. Estudios de seguimiento de pacientes
con este diagnadstico verificaron que se trata de una lesion de baja malignidad lo que
hace que disminuya el interés de KRAS como marcador diagnostico de las lesiones
malignas tiroideas, manteniendo su importancia como co-mutacion (Guan, 2020). A
su vez en los casos en que se determina la mutacién KRAS en nddulos malignos los
mismos suelen tener una evolucion mas indolente.

No se vio asociacion entre este marcador y elementos de peor prondstico como es la
metéstasis ganglionar en el compartimiento central de cuello ni la invasién
extratiroidea (Ravella, 2020).

Desafortunadamente en nuestra serie no encontramos ningun paciente portador de
la mutacion KRAS. Previo a la realizacién de la amplificacion se previé que podrian
existir dificultades con esta técnica dada la baja concentracién de ADN presente en
las muestras extraidas de las punciones citologicas. Al realizar la amplificacién esta
posibilidad fue descartada, todas las muestras contenian suficiente ADN de acuerdo
a lo requerido por el fabricante dado que se logré la amplificacion del gen control.
También se verifico el correcto funcionamiento de la técnica dado que en la misma se
identifico en todos los casos al control positivo como mutado y se utiliza también la
misma técnica en el laboratorio como parte del proceso asistencial para la deteccién
de la mutacién en otros tipos de canceres en los cuales si se obtienen resultados
positivos a partir de muestras obtenidas de pacientes.

Hubiera sido relevante para nuestra investigaciébn conocer la prevalencia de la
mutacion KRAS en nuestro medio dado que no contamos con estudios nacionales
sobre la misma cuando se considera para nédulos tiroideos

Factores de riesqgo:

El calculo de los factores de riesgo se realizé en base a la poblacién estudiada en la
policlinica de citopuncion incluyendo a los 155 pacientes mencionados. Se encontro
asociacién entre la patologia maligna y el sexo, valor p 0.039, siendo el OR del sexo
masculino de 5.79 (IC 1.29-25.86); el nimero de nddulos valor p 0.033 con un OR de
12.750 (IC 1.168-139.235) para la presencia de 3 nédulos; las calcificaciones, valor p
< 0.001 con un OR de 10.04 (IC 2.87-35.12) para la presencia de calcificaciones; la
ecogenicidad, valor p < 0.001, con un OR de 1.35 (IC 1.12-1.62) para los nédulos
hipoecogénicos; y la consistencia, valor p 0.007 con un OR de 1.20 (IC 1.08-1.34)
para los nédulos solidos. No se vio asociacion con los demas factores de riesgo
propuestos (Tabla 12).

55



Tabla 12: Asociacion entre factores de riesgo y patologia maligna

Factor de riesgo OR Valor p
Edad 0.624
Sexo masculino 5.79 (IC 1.29-25.86) 0.039
Zona costera 0.729
Levotiroxina 0.914
Exposicion a radiaciones 0.398
Bocio 0.835
Numero de nédulos: 1 1 0.033

2 6.476 (IC 0.677-61.929)

3 12.750 (IC 1.168-139.235)

4oméas  2.237 (IC 0.252-19.883)
L6bulo 0.283
Tamafio L (mm) 0.162
Tamarfo AP (mm) 0.401
Calcificaciones 10.04 (IC 2.87-35.12) < 0.001
Adenopatias 12.727 (IC 1.632-99.241) 0.036
Vascularizacion 0.706
Ecogenicidad: Hiperecogénico 1 < 0.001

Isoecogénico 1.031 (IC 0.99-1.07)
Hipoecogénico  1.350 (IC 1.12-1.62)

Consistencia: Quistico 1 < 0.001
Mixto 1.030 (IC 0.99-1.08)
Solido 1.200 (IC 1.08-1.34)

Destacamos que la media de la edad de los pacientes diagnosticados con cancer fue
de 53.2+/-10.8 afios, coincidente con lo reportado por otros autores quienes reportan
una edad media de 50 afios para los pacientes portadores de esta patologia (Chen,
2022; Fernandes, 2022).

Los reportes en cuanto a la asociacion con uno u otro sexo varian segun los autores,
mientras que algunos encuentran una mayor prevalencia en el sexo masculino al igual
gue sucedio en nuestro estudio (Amin, 2023), otros identifican asociacion con el sexo
femenino (Rehman, 2022) y algunos incluso no identifican diferencias entre ambos
sexos (Fernandes, 2022).

En nuestro estudio ninguno de los pacientes que present6 diagndstico de patologia
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maligna estuvo expuesto a radiaciones ionizantes, si bien este es un factor de riesgo
ampliamente aceptado, no pudimos demostrar asociacion de este. Esto se podria
relacionar al bajo nimero de pacientes expuestos a radiaciones y el aumento de
concientizacion de sus efectos entre los médicos que asisten a nifios y adolescentes.

En cuanto al nimero de nddulos, si bien se identificé un valor p significativo al
considerar las distintas categorias se vio que solamente se lograba un OR con
aumento del riesgo al complementarlo con el intervalo de confianza en los pacientes
portadores de 3 nédulos. Aunque se obtiene un valor p significativo no se debe perder
de vista que el mismo en una condicién necesaria pero no suficiente por si misma
para determinar que un determinado factor se relacione efectivamente con el aumento
del riesgo para una determinada enfermedad destacando especialmente la condicion
de plausibilidad bilégica para poder clasificar a un factor como de riesgo. No
impresionaria a priori existir una condicion biolégica que explique porque la presencia
de 3 nddulos pudiese ser un factor de riesgo no mantenido ni con el aumento o
descenso en el numero de nddulos. Esto podria deberse a un error debido al azar,
gue si bien poco probable no es nulo o0 a un error en la determinacion del numero de
nodulos de los pacientes mediante los métodos de imagen. Encontramos relevante
consignar esta caracteristica ya que tradicionalmente se planteaba que existia una
mayor incidencia de cancer en los pacientes portadores de nédulos tiroideos solitarios
y el bocio multinodular era considerado una patologia benigna, nuevos estudios
demostraron que no existe diferencia entre ambas categorias. Esto también podria
relacionarse con que en el caso de los bocios multinodulares suele biopsiarse sélo
uno de los nodulos, en general el de mayor tamafio, lo que aumenta el nimero de
falsos negativos en las punciones aspirativas con aguja fina (Fernandes, 2022;
Rahman, 2022).

La incidencia de cancer en pacientes portadores de bocio multinodular varia entre 5
y 12%, porcentajes que no difieren con lo reportado para los pacientes portadores de
nddulos tiroideos sin distincion del nimero de nédulos (Amin, 2023). Los canceres
hallados en pacientes portadores de bocio multinodular son en general canceres
papilares por ser este el tipo mas frecuente de cancer tiroideo. La multinodularidad
podria deberse a que los canceres papilares de tiroides son frecuentemente
multifocales y bilaterales, lo que implica la presencia de mas de un nédulo a nivel de
la glandula (Amin, 2023). En nuestros pacientes vimos que la presencia de 3 nddulos
podria presentarse como un factor de riesgo para malignidad, llama la atencién que
este riesgo no se mantiene en el caso de 4 ndédulos. Esto podria ser un error asociado
al azar. Seria interesantes en caso de que se realice un estudio similar en nuestro
medio en un futuro ver si se verifican los mismos resultados.

Si bien otros estudios identificaron un aumento del riesgo de malignidad en los
nodulos mayores a 1cm (Mu, 2022), en nuestro caso no hubo diferencia significativa
en el tamafio entre los ndédulos benignos y malignos, hallazgo respaldado por otros
autores de Sudamérica (Fernandes, 2022). Pensamos que esto se pueda deber al
aumento en el diagnostico de microcarcinoma papilar, que por definicion se trata de
nodulos malignos menores a 1cm, si bien su agresividad es debatida siendo incluso
aceptado en algunos medios la posibilidad de control evolutivo en vez de reseccion
quirdrgica. De hecho, estudios de autopsias de pacientes fallecidos por otras causas
evidencian una prevalencia de hasta el 11% de microcarcinoma papilar postmortem
en la poblacion general, lo que respalda la baja agresividad de esta patologia (Ghai,
2021).
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Destacamos que la eleccién de seguimiento en vez de reseccién quirdrgica es
considerada en poblaciones seleccionadas que se comprometan a un seguimiento
estricto. Aun asi, hay pacientes que optan por la cirugia dado que la nocién de ser
portadores de un cancer no tratado les genera ansiedad y angustia (Chen, 2023). En
nuestro medio, especialmente en el Hospital Maciel, el seguimiento de pacientes
portadores de cancer de tiroides confirmado no es planteable dado que por el medio
econdémico y social de muchos de los pacientes son mas propensos a abandonar el
seguimiento. También influye el hecho que el Hospital Maciel es un centro de
referencia y recibe pacientes derivados del sector del territorio nacional al sur del Rio
Negro. En estos pacientes se dificulta el seguimiento estricto dada la lejania y
burocracia para la coordinacion de los estudios. Por estos motivos en nuestro centro
optamos por el tratamiento quirdrgico en los pacientes con patologia maligna
confirmada independientemente de su tamaiio.

Las calcificaciones son imagenes hiperecogénicas con cono de sombra posterior que
corresponden a la necrosis del tejido, especificamente los cuerpos de psamoma y
estan presentes hasta en un 25% de los carcinomas papilares (Ghai, 2022). Se vio
en diversos estudios que la presencia de calcificaciones es un probado factor de
riesgo para malignidad aumentando a casi el doble el riesgo (Yin, 2019). Las
microcalcificaciones son consideradas el elemento sonogréfico mas especifico de
malignidad. En nuestra poblacion también pudimos demostrar que las mismas
representan un factor de riesgo para el diagndéstico de patologia maligna.

En afos previos se identific6 como elemento sugestivo de malignidad la presencia de
vascularizacion intranodular, en estudios subsecuentes se vio que no habia
asociacion entre los distintos tipos de vascularizacion y el riesgo de presentar
patologia maligna. Si se identificé que la vascularizacién central es mas frecuente en
la variante folicular del carcinoma papilar, en los carcinomas foliculares respecto a los
carcinomas papilares tradicionales y en los carcinomas medulares (Uludag, 2023). En
nuestro estudio no identificamos asociacion entre la patologia maligna y la
vascularizacion. No contamos con un namero significativamente grande para evaluar
si hay asociacion con algun subtipo de cancer y no contamos en nuestra serie con
muestras de carcinoma folicular para evaluar lo reportado por otros autores.

Distintos estudios comprobaron que los nédulos hipoecogénicos presentan mayor
riesgo de malignidad respecto a los iso e hiperecogénicos, condicién que coincide con
lo hallado en nuestro estudio. Otra condicion interesante es que los ndédulos
heterogéneos iso o0 hiperecoicos presentan mayor riesgo respecto a los nédulos
homogéneos de la misma categoria. También se vio mayor riesgo de malignidad en
los nodulos marcadamente hipoecogénicos respecto a los moderadamente o
levemente hipoecogénicos (Lee, 2022). Dado que la homogeneidad y el grado de
hipoecogenicidad son muy subjetivos y dependen del técnico que realiza el estudio
(Burgos, 2022) en nuestro caso no fueron consignados buscando registrar las
caracteristicas mas objetivas posibles.

En paises con mayores recursos también se realiza el estudio elastogréafico del
nodulo, este mide la deformacion del nodulo frente a la presion ejercida por el
transductor del ecégrafo (Uludag, 2023). En nuestro hospital no contamos con la
posibilidad de realizar este tipo de estudios por no contar con el equipo especifico
para su realizacion ni técnicos entrenados para ello.

Si bien no se pudo demostrar relacion entre el riesgo de malignidad y la topografia de
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asiento de los nodulos, se vio que los nddulos localizados en el istmo tienen mayor
porcentaje de multifocalidad, bilateralidad y adenopatias positivas. Esto podria
relacionarse con el drenaje tanto linfatico como venoso de este sector de la tiroides el
cual puede derivarse hacia ambos lados de la glandula. A su vez los nédulos malignos
gue asientan en esta topografia suelen presentar menor tamafio (Dellal, 2020).

Biopsia liquida:

Se realizé el estudio de la mutacion BRAF V600E en biopsia liquida de plasma
obtenido de todos los pacientes con resultado positivo en PAAF y algunos de los
negativos. Esta fue negativa para las 37 biopsias liquidas estudiadas.

La biopsia liquida es un método no invasivo que potencialmente puede encontrar su
aplicacion en el diagnostico asi como en el seguimiento. AUn no se cuenta con
suficientes estudios para determinar si la cantidad de células tumorales circulantes se
correlaciona con el estadio tumoral. EI ADN circulante puede utilizarse para medir
distintos marcadores como hicimos en nuestro estudio donde intentamos detectar la
presencia de ADN circulante con la mutacibn BRAF V600E. Los autores coinciden
gue con la tecnologia actualmente disponible la biopsia liquida adn no puede
reemplazar a la medicion de los marcadores a nivel de tejido pero si puede usarse
para el seguimiento una vez identificadas estas mismas mutaciones a nivel tisular
(Agarwal, 2022).

En los casos en los que el ADN circulante es suficiente para ser detectado por las
pruebas utilizadas, la biopsia liquida encuentra su aplicacion en la diferenciacion de
nodulos benignos y malignos, dado que presentan diferentes marcadores circulantes.
También permitiria diferenciar entre canceres foliculares y papilares. A su vez podria
ser utilizada para el seguimiento de los pacientes productores de anticuerpos
antitiroglobulina ya que quienes poseen esos anticuerpos no permiten la medicion de
tiroglobulina como indicador de recidiva o persistencia de la enfermedad. Hay autores
gue plantean que la presencia de la mutacion BRAF V600E circulante, al igual que
cuando es identificada en el tejido, se relaciona con mayor agresividad y peor
pronostico. En los cdnceres anaplésicos se puede utilizar para monitorizar progresion
o reduccién de la enfermedad intratratamiento (Romano, 2021; Zeyghami, 2023).

La sensibilidad es muy variable yendo de 6 a 92% y la especificidad varia de 50 a
98% (Zeyghami, 2023)

Se destaca como ventaja frente a la biopsia tisular ademas de la menor invasividad,
menores efectos secundarios y mayor representatividad de la heterogeneidad del
tumor. Como desventajas tiene una baja sensibilidad y especificidad (Romano, 2021)

En nuestra poblacién no logramos amplificar el gen BRAF en las muestras extraidas
de sangre periférica. Planteamos que esto se deba a la baja contraccion de ADN
circulante presente en las muestras ya que no se pudo amplificar ni el alelo normal ni
el mutado. No planteamos que se deba a la técnica utilizada dado que se hizo el
mismo procedimiento que para la amplificacion de BRAF V600E en PAAF mediante
PCR heminested para mayor sensibilidad y si se vio amplificacion de los controles
positivos para ambos alelos en el gel.

En un futuro se podran evaluar técnicas con mayor sensibilidad que permitan
amplificar los marcadores de interés y asi evaluar tanto la prevalencia de ADN
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circulante mutado en nuestra poblacién como su utilidad en cuanto a diagndstico,
prondstico y seguimiento.

Al revisar la literatura encontramos que esta misma situacion les sucedié a otros
investigadores quienes como nosotros intentaron evaluar la concordancia de la
mutacion BRAF V600E entre tejido y sangre periférica no logrando la amplificacion
del gen de interés en esta ultima. Ellos vinculan la imposibilidad de detectar la
mutacion en el ADN circulante a la baja proporcion de pacientes con metastasis a
distancia ya que a priori estos pacientes deberian presentar mayor ADN tumoral
circulante (Condello, 2018; Suh, 2021; Marotta, 2022). Las metastasis a distancia son
poco frecuentes en los pacientes portadores de cancer de tiroides, en nuestro caso
no tuvimos ninguno y solo 3 presentaron adenopatias positivas.

Validez de la prueba diagndstica:

Al evaluar la validez del marcador tumoral BRAF V600E como prueba diagndstica,
tomando como enfermos a los pacientes con confirmacién de patologia maligna
independiente de su tipo, se obtuvo una sensibilidad de 64.7% y especificidad de
95.4%, con valor predictivo positivo de 75.9% y valor predictivo negativo de 92.3%
(Tabla 13).

Tabla 13: Validez de la prueba diagnéstica para
patologia maligna

Sensibilidad 64.7%
Especificidad 95.4%
Valor predictivo positivo 75.9%
Valor predictivo negativo 92.3%

Al excluir los pacientes con anatomia patolégica de cancer medular, folicular
indiferenciado y linfoma de tiroides, y considerar enfermos sélo a los portadores de
carcinoma papilar o microcarcinoma mejoran los valores de sensibilidad a 75.9% y
valor predictivo negativo a 95.4% manteniéndose constante la especificidad y el valor
predictivo positivo (Tabla 14).

Tabla 14: Validez de la prueba diagnéstica para
cancer papilar

Sensibilidad 75.9%
Especificidad 95.4%
Valor predictivo positivo 75.9%
Valor predictivo negativo 95.4%

Es importante destacar que la evaluacion de la validez cuando se consideran nuevas
pruebas diagnosticas es fundamental. La validez interna de la prueba diagnostica
incluye la sensibilidad y especificidad, esto evalla la capacidad de la prueba de medir
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lo que deberia medir. Mientras que la validez externa consiste en el valor predictivo
positivo y negativo y esto es lo que interesa en la practica diaria. Corresponde a la
probabilidad de que un individuo que presenta un resultado positivo de la prueba
diagndstica esté efectivamente enfermo asi como la probabilidad de que un individuo
con un resultado negativo de la prueba esté efectivamente sano.

En nuestra prueba encontramos resultados adecuados para la validez de los
marcadores moleculares, si bien al compararlos con lo reportado por otros autores
estos porcentajes son algo inferiores. Sheng reporta una sensibilidad de 79.1%,
especificidad de 93.7%, valor predictivo positivo de 98.9% y valor predictivo negativo
de 38.5% (Sheng, 2021).

Si estos resultados los comparamos con la validez de la puncién aspirativa con aguja
fina se observan resultados similares o incluso superiores cuando consideramos el
uso de BRAF V600E para la deteccion del carcinoma papilar. Teniendo presente que
la sensibilidad del PAAF es de 84.2% vy la especificidad de 97.2% con un valor
predictivo positivo de 88.3% y negativo de 96.0% (Alshahrani, 2022). Otros autores
reportan resultados de validez para la PAAF levemente inferiores.

La gran mayoria de los autores coinciden en que para obtener el mayor rendimiento
en el diagnéstico de patologia tiroidea maligna es necesario asociar la citologia y los
marcadores moleculares o que aumenta la precision del diagndstico hasta 86.3%
(Sheng, 2021). Los marcadores moleculares por si mismos no proveen suficiente
informacién como prueba “rule in” o “rule out”. Se debe a su vez tener en cuenta
también las caracteristicas clinicas, imagenoldgicas y citologia ademas de los
marcadores moleculares (Cochand-Priollet, 2023).

La determinacién de mutaciones como las mencionadas en este trabajo son utiles
ante los nodulos de citologia indeterminada. Estas podran tener implicancias al
momento de la toma de decisiones en cuanto al tratamiento y la extension del
procedimiento quirdrgico. Esto podria implicar la eleccién de un tratamiento mas
agresivo en algunos casos, asi como prevenir el sobretratamiento en otros reduciendo
asi el numero de cirugias innecesarias en pacientes en los que probablemente la
pieza de reseccion no presente patologia maligna (Mavromati, 2023).

Se debe tener presente que el uso de paneles moleculares aun no esta ampliamente
difundido y que no existe un marcador molecular gold standar sino que todos los
marcadores presentan ventajas y desventajas en su determinacion. También se
deben considerar las diferencias en las practicas frente a los pacientes portadores de
cancer de tiroides, no solo entre los distintos continentes sino también entre distintos
centros dentro del mismo pais.

Limitaciones del estudio:

Como limitaciones de nuestro estudio encontramos factores de riesgo que no han
sido consignados que algunos autores asocian con el desarrollo de noddulos tiroideos
como es la obesidad y la presencia de sindrome metabdlico, que si bien no son de
los factores mas tradicionalmente asociados con esta enfermedad podria haber sido
de interés ver su representatividad en nuestra poblacion. Se intentdé subsanar esta
falencia realizando una busqueda de los datos en las historias clinicas de los
pacientes. Desafortunadamente son condiciones que no suelen registrarse en la
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historia clinica salvo en ocasiones puntuales en las cuales tengan una implicancia
tanto sobre la técnica anestesicoquirurgica o sobre el tratamiento, por este motivo no
se pudo completar dicha informacion.

Como principal limitacion destacamos la imposibilidad de lograr la amplificacion del
promotor de TERT pese a multiples intentos. Quiza en estudios futuros se pueda
optimizar esta técnica y evaluar este marcador que podria ser interesante en los casos
de canceres confirmados que no presentan la mutacion BRAF como un marcador
alternativo o en los que si la presentan para evaluar la agresividad y prondéstico de la
co-mutacion.

Perspectivas:

El mayor conocimiento en lo que respecta marcadores moleculares en general y en
los mas representativos para patologia tiroidea en particular me permitira integrarlos
en la practica clinica en los cuales su uso podria aportar en el manejo de los
pacientes.

Al mismo tiempo el desarrollo de marcadores moleculares en nuestro medio podria
representar a futuro una alternativa mas econdmica a los paneles comerciales
vigentes.

Como primer estudio realizado en cuanto a marcadores moleculares tiroideos en
nuestro medio podria representar el puntapié inicial para distintos estudios a llevarse
a cabo en el futuro. Dentro de estos seria interesante contar con un estudio que
incluya factores de riesgo menos difundidos o recientemente identificados como es el
caso de la obesidad y el sindrome metabdlico. También se podria considerar la
realizacion de un seguimiento de los pacientes portadores de patologia maligna para
evaluar si la presencia de la mutacion en nuestro medio también se verifica como
factor de mayor agresividad y se relaciona con el desarrollo de recidivas, lo que podria
tener implicancias en el plan de seguimiento de los pacientes. Asi como también
poder realizar seguimiento de los pacientes que presentaron patologia benigna y
presencia de la mutacibn BRAF en vistas a despistar si la misma se asocia con
desarrollo de patologia maligna en la evolucion

Y por ultimo evaluar la posibilidad de un estudio de mayor alcance con el objetivo de
aumentar el nimero de pacientes con canceres avanzados en relacion al estadio, en
particular para el estudio de biopsia liquida tanto como procedimiento diagnostico
mininvasivo como para el seguimiento de pacientes con anticuerpos antitiroglobulina.

Conclusiones:

En el periodo del estudio se logro incluir una gran cantidad de pacientes, siendo de
las series mas grandes en nuestro pais para esta patologia. Esto permitié caracterizar
con precisién a los pacientes portadores de patologia tiroidea tanto benigna como
maligna.

Al valorar los factores de riesgo para patologia maligna pudimos identificar como
significativos el sexo masculino, la presencia de calcificaciones y adenopatias, la
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hipogenicidad y la consistencia soélida de los nédulos. Todos estos factores han sido
ya documentados en estudios previos realizados a nivel internacional.

En cuanto al marcador tumoral BRAF V600E obtuvimos una prevalencia de la
mutacion del 75.9% en los carcinomas papilares y muy baja frecuencia en patologia
benigna, concordante con reportes internacionales tanto en estudios de muestras
obtenidos por citopuncidon como en cortes de parafina.

En cuanto a los marcadores moleculares, aunque no pudimos evaluar TERTp, y no
encontramos mutaciones en KRAS, observamos una prevalencia de la mutacion
BRAF V600 del 75.9% en los carcinomas papilares y muy baja frecuencia en patologia
benigna, concordante con reportes internacionales tanto en estudios de muestras
obtenidos por citopuncién como en cortes de parafina. Esto nos permite concluir que
seria una técnica adecuada para completar la valoracion citopatolégica de los nédulos
tiroideos, pudiendo ser de utilidad para la toma de decisiones terapéuticas.

63



ANexos:

Anexo 1: Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN ESTUDIO NODULO
TIROIDEO PROBLEMA, APORTES DE LA BIOLOGIA MOLECULAR AL PROCESO
DIAGNOSTICO

Version 4. 18 de junio, 2022

N° de paciente: Fecha:
Nombre: Cédula:
Informacion brindada por: Emilia Moreira

El objetivo del estudio es el andlisis de mutaciones presentes en células extraidas de la
glandula tiroides y también en ADN circulante libre en una muestra de sangre periférica, que
puedan orientar al origen maligno o benigno de lesiones a nivel de dicha glandula. Esto
permitira comparar la presencia de marcadores tumorales (TERTp y BRAF V600E) en ambos
tipos de muestra con los estudios que se realizan habitualmente relacionados con la forma
de las células. En los casos que sea necesaria una intervencion quirargica también se
comparara con una muestra del tejido removido en la cirugia. La determinacion de estas
mutaciones ya ha probado utilidad en otros paises. También aportara un beneficio colectivo
para ser considerado a futuro como parte de los protocolos diagnésticos de acuerdo con los
resultados obtenidos durante este estudio.

Las muestras obtenidas serdn almacenadas congeladas hasta la determinacion de la
presencia 0 ausencia de mutaciones evaluadas en el desarrollo del proyecto. Estas muestras
no seran utilizadas para otros fines que los especificados en el presente proyecto y una vez
finalizado el estudio, que estimamos en un plazo de dos afios, seran descartadas siguiendo
los estandares hospitalarios para el desecho de productos bioldgicos. Los datos de la historia
clinica relevantes para sacar conclusiones sobre el valor de los biomarcadores (sexo, edad,
anatomia patoldgica, tratamientos recibidos y resultado de estos) seran procesados en
confidencialidad por el equipo investigador y eventualmente incluidos en publicaciones
cientificas preservando el anonimato de los participantes.

Declaro que se me han explicado en que consiste el estudio y que no recibiré ningun beneficio
por la participacibn mas alla del vinculado al resultado del mismo y que cuento con la
posibilidad de retirar mis datos del estudio en cualquier momento, sin tener que dar
explicaciones, ni tener ninguna repercusion sobre la asistencia. Entiendo también que puedo
negarme a la participacion en el estudio sin que se vea afectado el proceso asistencial.

Soy responsable de la informacién aportada en relacion a mis antecedentes clinicos y me
comprometo a cumplir las indicaciones médicas establecidas.

Habiendo comprendido la informacion brindada, YO, ....,,,,11rsrsreceeeeeeeneireneneeennnns. autorizo a
la participacion en el estudio “NODULO TIROIDEO PROBLEMA, APORTES DE LA
BIOLOGIA MOLECULAR AL PROCESO DIAGNOSTICO” a cargo de los Dres. Emilia
Moreira, Edgardo Berriel y Nora Berois, y que tendré derecho a conocer los resultados del
estudio al finalizar el mismo.

Firma:
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Responsable: Dra. Nora Berois

Laboratorio de Oncologia Molecular, Servicio de Oncologia - Hospital Maciel, 25 de Mayo
174, 11000 Montevideo, Uruguay. Tel/Fax +598 29153000 int. 1805

Informacion brindada por: Dra. Emilia Moreira

Clinica Quirurgica 2. Hospital Maciel — ASSE. 25 de Mayo 174, CP 11000 Montevideo,

Uruguay. Tel/Fax +598 29153000 int. 1429 Email: emiliamoreira89@gmail.com

Anexo 2: Ficha del paciente

Nombre
Teléfono
N°identificatorio
Fecha

edad

sexo

procedencia
Medio-
nivel socioeconémico Medio Bajo

T4 25 50

exp a radiaciones ionizantes en infancia
bocio No Gl Gll
tamafo de nodulo

namero de ndédulos

presencia de calcificaciones Si

vascularizacion Central Perisférica

adenopatias Si No
bethesda | Il 1]
histologia pieza

Bajo  Muy bajo
100 150

Si No

Gl GIvV

No

Central y

perisférica

\% \Y,

200

Sin vasc

Vi
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