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RESUMEN

ABSTRACT

Antecedentes: El carcinoma papilar es la neoplasia maligna
mas frecuente de la glandula tiroides. La tiroiditis de Hashi-
moto es la causa mas comun de tiroiditis inflamatoria y de
hipotiroidismo en paises con ingesta adecuada de yodo. El
oncogén BRAFV600E ayuda a regular la via MAPK que afecta
la divisién y diferenciacion celular, es el cambio genético
mas comuinmente asociado a un peor prondstico en el car-
cinoma papilar de tiroides. Objetivo: Conocer la diferencia
demogréfica e histopatoldgica entre la presencia de la mu-
tacion BRAFV600E en el carcinoma papilar de tiroides con y
sin tiroiditis de Hashimoto. Métodos: Estudio transversal,
descriptivo y analitico, ambispectivo. Se incluyeron todos los
casos con diagndstico de carcinoma papilar de tiroides del
afno 2015 al 2020. Se realizé la identificacion por inmunohis-
toquimica y reaccién en cadena de la polimerasa de la mu-
tacion de BRAFV600E. Se compararon variables demografi-
cas y clinicopatoldgicas entre grupos de pacientes.
Conclusion: La prevalencia de la mutacién de BRAFV600E
en pacientes con carcinoma papilar de tiroides es del 42.1%
en nuestra poblacion. No encontramos un valor prondstico
de la mutacién BRAFV600E V600E o de la tiroiditis de Hashi-
moto sobre el curso del carcinoma papilar de tiroides en
nuestra muestra. Nuestros hallazgos estdn en concordancia
con lo reportado en la literatura.

Palabras clave: Carcinoma papilar de tiroides. Tiroiditis de
Hashimoto. Mutacién BRAFV600E. PCR. Inmunohistoquimica.

Background: Papillary carcinoma is the most common ma-
lignant neoplasm of the thryoid gland. Hashimoto's thyroid-
itis is the most common inflamatory thyroiditis and causes
hypothyroidism on countries with adequate iodine inges-
tion. BRAFV600E oncogene regulates MAPK pathway which
affects the cell division and differentiation. It is the most
common genetical mutation found on papillary thryoid car-
cinoma and is associated with worse prognosis. Objective:
To determine the demographic and histopathological differ-
ence between the presence of the BRAFV600E mutation in
papillary thyroid carcinoma with and without Hashimoto’s
thyroiditis measured by immunohistochemistry, as well as its
concordance with PCR tests. Methods: Cross-sectional
study. descriptive, analitic, ambispective. All cases with a
diagnosis of Papillary Thyroid Carcinoma obtained by biopsy
from 2015-2020. The BRAFV600E mutation was identified by
immunohistochemistry and PCR. Demographic and clinico-
pathological variables were compared between groups of
patients. Conclusion: In our population the prevalence of
the BRAFV600E with papillary thyroid carcinoma is 42.1%.
There was no prognostic value for the BRAFV600E mutation
nor for Hashimoto's thyroiditis in the progress of papillary
thyroid carcinoma in our sample. Our findings are in agree-
ment with what has been reported in the literature.
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INTRODUCCION

La tiroiditis de Hashimoto (TH) es la causa mas co-
mun de tiroiditis inflamatoria y de hipotiroidismo.
Afecta a 22 personas de cada 100,000 y es mas fre-
cuente en el sexo femenino, en una relacion de 10:1".

El carcinoma papilar de tiroides (CPT) es la neoplasia
maligna mas comun de la glandula tiroides y su in-
cidencia ha ido incrementando en los ultimos afos2.
Algunas publicaciones han asociado la TH al CPT,
determinando que hasta el 35.4% de los pacientes
presentan ambas enfermedades®. Sin embargo, la
asociacion entre causa y efecto permanece incierta.
En los ultimos afos ha sido mas relevante el uso de
las pruebas diagndsticas como la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) e inmunohistoquimica (IHQ)
para el estadiaje y pronéstico de diferentes enferme-
dades, en especial las patologias neoplasicas®.

El BRAFV60OE es un gen que codifica una proteina que
es una cinasa especifica de serina/treonina, de la fami-
lia de las cinasas Raf que regulan la via de la MAPK que
afecta la division y diferenciacion celular. La mutacion
de BRAFV600E se encuentra frecuentemente asociada
a CPTy muestra una fuerte asociacion con la gravedad
del prondstico con caracteristicas clinico-patolégicas
agresivas, asi como con una mayor recurrencia de la
enfermedad?®. En articulos recientes la prueba por IHQ
ha sido comparada con la prueba molecular gold stan-
dard, que es la PCR, teniendo ambas un 100% de con-
cordancia, por este motivo la IHQ se considera una
opcidn econdémica, rapida y confiable®.

MATERIAL Y METODOS

Se realizé un analisis ambispectivo, descriptivo y
analitico de todas las muestras con diagnoéstico de
CPT en el Departamento de Anatomia Patoldgica
del Hospital Christus Muguerza de Alta Especialidad
durante el periodo comprendido entre octubre de
2015 y agosto de 2020. Se obtuvieron datos clinicos
como edad, sexo, mutacion de BRAFV600E, TH, tama-
Ao tumoral y tipo histolégico. Las variables cualita-
tivas fueron reportadas en frecuencias y porcentajes
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y las cuantitativas en media + desviacién estandar o
mediana (rango intercuartil), segun la distribucion
de la muestra. Se realizaron las pruebas de chi cua-
drada de Pearson, las pruebas de t de Student y de
Mann-Whitney, y se utilizé el coeficiente kappa de
Cohen para la concordancia. Se consideré como sig-
nificativa un valor de p < 0.05.

Para el estudio de IHQ se realizaron microarreglos
en bloques de parafina. Las areas neopldsicas fue-
ron seleccionadas. Se desparafinaron y se recuperé
el antigeno. Posteriormente se aplicaron los anti-
cuerpos primarios, se utilizé el sistema de visualiza-
cién de multimero con sustrato de peroxidasa y se
revel6 con diaminobencidina. Se utilizé la inmuno-
tincion de BRAFV600E, clona VE1 con inmunolocali-
zacion en citoplasma (Fig. 1).

Para el diagnéstico molecular de la mutacion BRA-
FV600E se utilizé Idylla™ basado en PCR en tiempo
real; se realizaron cortes del bloque de parafina en
secciones de 5 micras, posteriormente se identificd
el cartucho para el anélisis, se abrié la compuerta y
se introdujo el corte del bloque de parafina dentro
del cartucho. Los resultados se reportaron de ma-
nera automatica como deteccién y no deteccién de
la mutacién en el tejido analizado.

RESULTADOS

Se incluyeron un total de 57 pacientes con CPT, 45
(78.9%) mujeres, con una media de edad al diagndstico
de 45.1 + 13.8 afos. La mediana del tamaro tumoral
fue de 1 (0.6-2.5) cm. El tipo histolégico mas frecuente
fue el clasico (54.4%). Del total, 34 (59.6%) presentaron
un estadio tumoral T1, T2 en 9 (15.8%) y T3 en 14
(24.6%). Veintiséis (45.6%) pacientes presentaron inva-
sién angiolinfatica. Detectamos por IHQ a 24 (42.1%)
pacientes con BRAFV600E mutado. La tabla 1 resume
las caracteristicas sociodemograficas e histopatologi-
cas de los pacientes. De los 57 pacientes con CPT, 28
(49.1%) presentaron tiroiditis linfocitica, 26 (92.9%) mu-
jeres. En la tabla 2 se resumen las comparaciones so-
ciodemogrdficas e histopatolégicas entre pacientes
con o sin tiroiditis linfocitica. Los pacientes con CPT y
tiroiditis  linfocitica fueron predominantemente
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Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas e histopatolégicas del grupo de pacientes con carcinoma

papilar de tiroides

LA MUTACION BRAF Y EL CARCINOMA PAPILAR

Caracteristicas n =757
Sexo
Femenino 45 (78.9%)
Masculino 12 (21.1%)
Edad al diagndstico (afios) 45.1 +13.87
Edad < 45 anos 8 (49.1%)
Edad > 45 anos 9 (50.9%)
Tamano de tumor (cm) 0 (0.6-2.5)
Tamafio > 0.8 cm 3 (57.9%)
Tamano < 0.8 cm 4 (42.1%)
BRAFV600E (+) 4 (42.1%)
Invasion angiolinfatica 6 (45.6%)

Tamano tumoral (T)

T 34 (59.6%)
12 9 (15.8%)
13 4 (24.6%)

Tabla 2. Comparaciones de caracteristicas sociodemograficas e histopatoldgicas entre pacientes con

carcinoma papilar de tiroides con y sin tiroiditis linfocitica

Caracteristicas PTC con tiroiditis linfocitica PTC sin tiroiditis linfocitica P
n (%) n (%)

n=>57 28 29

Sexo 0.021
Femenino 26 (92.9%) 19 (65.5%)

Masculino 2 (7.1%) 10 (34.5%)

Edad al diagndstico (afos) 404 +11.7 496 + 144 0.011
<45 16 (57.1%) 12 (41.4%) 0.234
> 45 12 (42.9%) 17 (58.6%)

Tamano de tumor (cm) 0.85 (0.5-2.0) 1.2 (0.75-2.9) 0.253
>0.8 14 (50%) 10 (34.5%) 0.236
<08 14 (50%) 9 (65.5%)

BRAFV600E (+) 15 (53.6%) 9 (31%) 0.085

Invasién angiolinfatica 13 (46.4%) 13 (44.8%) 0.903

Tipo histoldgico folicular 7 (25%) 1(37.9%) 0.294

Tipo histoldgico cléasico 15 (53.6%) 16 (55.2%) 0.903

Tamano tumoral (T) 0426
T 19 (67.9%) 15 (51.7%)

12 4 (14.3%) 5(17.2%)
13 5(17.9%) 9 (31%)
T1 vs. T2/T3 19 (67.9%) 15 (51.7%) 0.215

PTC: carcinoma papilar de tiroides.

mujeres (92.9 vs. 7.1%; p = 0.021) y con una edad al
diagndstico mas joven (404 + 11.7 vs. 49.6 + 8.8 afos;
p =0.011). A pesar de que el porcentaje de pacientes

con BRAFV600E (+) por IHQ fue mayor en los pacientes
con tiroiditis linfocitica, no encontramos diferencia sig-
nificativa (53.6 vs. 31%; p = 0.085).
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Tabla 3. Identificacién de factores asociados a la presencia de mutaciéon de BRAFV600E por inmunohisto-
quimica

Caracteristicas BRAFV600E BRAFV600E p OR (IC 95%)
mutado (+) mutado (-)

n=>57 24 33

Sexo femenino 20 (83.3%) 25 (75.8%) 0.489 1.60 (0.42-6.08)
Edad < 45 afios 12 (50%) 16 (48.5%) 0.91 1.06 (0.37-3.04)
Tamano tumoral > 0.8 cm 13 (54.2%) 20 (60.6%) 0.627 0.76 (0.26-2.22)
Invasiéon angiolinfatica 14 (58.3%) 12 (36.4%) 0.1 245 (0.83-7.19)
PTC con tiroiditis linfocitica 15 (62.5%) 13 (39.4%) 0.085 2.56 (0.86-7.56)
Tipo histologico folicular 9 (37.5%) 9 (27.3%) 0412 1.60 (0.51-4.93)
Tipo histoldgico clasico 11 (45.8%) 20 (60.6%) 0.269 0.55 (0.19-1.59)
T1 vs. T2/T3 16 (66.7%) 18 (54.5%) 0357 1.66 (0.56-4.96)

OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza; PTC: carcinoma papilar de tiroides.

Realizamos un subandlisis para identificar algunos
factores asociados a la presencia de la mutacién de
BRAFV600E (+) que se resume en la tabla 3. No encon-
tramos diferencias entre el sexo, la edad < 45 afos al
diagndstico, el tamafo tumoral > 0.8 mm, la presen-
cia de invasion angiolinfatica, la presencia de tiroiditis
linfocitica, el tipo histoldgico folicular o clésico ni el
grado tumoral. Sin embargo, la edad al diagnéstico
fue mayor en lo pacientes con el gen BRAFV600E mu-
tado (45.1 £ 13.8 vs. 40.2 = 11.7 afnos; p = 0). Se rea-
lizaron las pruebas de BRAFV600E por PCR en los 24
pacientes identificados con mutacién de BRAFV600E
por IHQ, detectando como positivos por PCR a todos
los pacientes. De acuerdo con el andlisis de concor-
dancia, se encontré un indice de kappa de Cohen de
1.00 entre ambas pruebas diagndsticas.

DISCUSION

El CPT es el cancer de tiroides mas frecuente, mien-
tras que la TH es el trastorno inflamatorio mas fre-
cuente de la glandula tiroidea, resultando en hipoti-
roidismo. Ambos han presentado un aumento en la
incidencia en los ultimos afios en diversos paises’, la
prevalencia de la coexistencia de ambos trastornos
se ha reportado en el 42 al 56%°8. Se ha identificado
recientemente la mutacién en el oncogén BRAFV600E
con una sustitucion de aminodcidos V600E, identifi-
cado como un marcador molecular pronéstico en
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Figura 1. Presencia de la mutacion BRAFV60OE, positivo en cito-
plasma.

pacientes con CPT?, asociado con caracteristicas cli-
nicopatoldgicas de agresividad, metastasis linfatica,
extension extratiroidea y estadiaje avanzado, asi
como recurrencia y peor supervivencia'®.

Por otro lado, tras la identificacion de la asociacién
entre la TH y el CPT, se ha debatido el efecto del
primero sobre el prondstico del carcinoma papilar, en
el que se le ha asociado con mejor pronéstico, menor
tasa de recurrencia y menor agresividad a la presen-
tacion''. A pesar de reportes relacionados con la aso-
ciaciéon entre TH, la mutacién de BRAFV60OE y las
caracteristicas clinicopatolégicas del CPT, aun existe
controversia entre la asociacion de esta mutacion
con la TH'2, Por ello, el objetivo de nuestro estudio
fue identificar la diferencia demogréfica e histopato-
I6gica entre la mutacidon de BRAFV600E en CPT con 'y
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sin TH, asi como evaluar la concordancia de la iden-
tificacion de la mutacién por IHQ y por PCR. En este
estudio analizamos en una poblaciéon de pacientes
con diagnéstico de CPT la presencia de la mutacién
del oncogén BRAFVG600E y la TH y su diferencia con
las caracteristicas sociodemograficas, asi como su
correlaciéon mediante las pruebas de IHQ y el PCR.

Diversos estudios encontraron que la TH se asocia
con menor frecuencia a la mutaciéon de BRAFV600E
Y que se presenta con mayor frecuencia en mujeres,
ademas encontraron que la TH se asocia de forma
mas significativa a un peor prondstico, otros lo iden-
tifican como un factor protector contra la progre-
sion del CPT y un factor independiente para el es-
tado de mutacién de BRAFV600E™">.

En nuestro trabajo, a pesar de encontrar una mayor
prevalencia de mutacién de BRAFV600E en pacientes
con TH, no fue significativamente mayor que en pa-
cientes con CPT aislado. Ademas, se puede confir-
mar en nuestro trabajo que la presencia de TH es
mas prevalente en el grupo de pacientes del sexo
femenino, y que se asocia con menor edad al diag-
noéstico, sin embargo, no logramos identificar que la
presencia de este trastorno inmunitario se asocie
con mejor prondstico. Es importante recalcar que la
proporciéon de pacientes con estadiaje tumoral T3
fue menor en pacientes con TH (17.9 vs. 31%), lo que
podria asociarse también con menor progresion tu-
moral en este grupo de pacientes, sin embargo, no
logramos confirmar dicha teoria. Es importante ha-
cer hincapié también que, en nuestro estudio, a to-
dos los pacientes con la mutacion BRAFV600E iden-
tificada por IHQ se les realizé PCR para identificar la
mutacion, dicha prueba resulté positiva, lo que po-
dria demostrar que la evaluacion IHQ es altamente
especifica. Sin embargo, debido a que no fue reali-
zada en pacientes con mutacién negativa por IHQ,
el verdadero rendimiento de la sensibilidad de la
prueba debe ser evaluado.

CONCLUSIONES

No encontramos una asociacién en la presencia de
la mutacién con laTH. No encontramos a la mutacion

de BRAFV600E como factor de pobre pronéstico en
el CPT. Tampoco pudimos comprobar que dicha mu-
tacién se relaciona con la presencia de TH. Nuestros
hallazgos estan en concordancia con lo reportado en
la literatura. La limitacion de este estudio fue el nu-
mero acotado de pacientes, asi como los costos altos
de las pruebas diagnosticas.
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