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RESUMEN

Introduccion: El cancer de tiroides es la neoplasia endocrina més frecuente y el
tercer tumor solido en el mundo. Representa el 1.4% de las neoplasias pediatricas
malignas, y su incidencia parece estar incrementando un 1.1% por afio. En adultos,
la mutacion del gen BRAF se ha encontrado asociada a caracteristicas clinico-
patoloégicas agresivas y peor pronostico. Los estudios han sido limitados en la
poblacion pediatrica. El presente estudio va dirigido a evaluar la expresion de BRAF
mediante inmunohistoquimica en nifilos menores de 18 afios de nuestro hospital a
fin de complementar una adecuada categorizacion prondstica. Objetivo general:
Determinar la inmunoexpresion de la proteina BRAF V600E en muestras de
carcinoma papilar de tiroides pediatrico y correlacionar con las condiciones clinicas
en el expediente. Disefio de estudio: Estudio transversal analitico. Material y
métodos: Se identificaron los casos con diagnéstico histopatoldgico de carcinoma
papilar de tiroides en pacientes pediatricos del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones
Prieto”, de Enero del 2005 a Octubre del 2019. Se evalué y seleccioné uno de los
blogues de parafina con tumor para realizar el estudio de inmunohistoquimica con
el anticuerpo BRAF V600E (RM8 BIOSB, prediluido) y fue valorado mediante una
escala dicotomica. Resultados: Del total de los 13 casos; seis (46.2%) fueron nifios
y siete (53.8%) nifias. El promedio de edad fue de 11.9 afios. De las nifias, cuatro
fueron BRAF V600E positivo (57%) y en tres (43%) resulté negativo. De los nifios,
seis fueron positivos para la mutacion (100%). Hubo expresion de BRAF V600E en
5/5 (100%) pacientes con carcinoma papilar clasico, en 4/7 (57.1%) de variante
folicular y 1/1 (100%) variante clasico y folicular. Siete se ubicaron en riesgo alto
(53.8%) y seis en riesgo bajo (46.1%). La inmunoexpresion de BRAF V600E se
identificd en 10 de los 13 casos (76.9%), de los cuales el 100% se expreso en los
grupos de alto riesgo (7/7) y en los grupos de bajo riesgo se observo solo en el 50%
de los casos (3/6). Conclusiones: No hay asociacion entre la expresion de
BRAFV600E y los factores clinicos, ya que es independiente del estatus de la
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enfermedad, recurrencia y evolucién de la enfermedad por lo cual el manejo de los

pacientes debe ser de manera individualizada, integral e interdisciplinaria.
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LISTA DE ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

IHQ: Inmunohistoquimica

BRAF: Protooncogén B-Raf

RAF: Serina/Treonina protein quinasa protooncogén
RAS: Oncogén de sarcoma de ratas

MAPK: mitogen activated protein kinase
CPT: Carcinoma papilar de tiroides

TNM: Sistema de estadificacion de cancer
AHF: Antecedentes heredofamiliares

CaCu: Cancer cervicouterino

ATA: American Thyroid Association

AJCC: American Joint Committee on Cancer

AMES: Age-Metastasis-extent of desease-size of tumor



LISTA DE DEFINICIONES

Factores clinicos/condiciones clinicas: Elementos que forman parte de las
caracteristicas de un paciente en un proceso de enfermedad, ser consideraran la
edad, género, diagndéstico, localizacion del tumor, cirugia realizada,

linfadenectomia, tratamiento, evolucién y metastasis.

Recurrencia: Presencia de cancer con nueva prueba de captacion de yodo
radiactivo o biopsia en cualquier paciente que haya estado libre de cancer.

Libre de enfermedad: Paciente con resultados negativos en pruebas diagnosticas
de gammagrafia de cuerpo completo, ultrasonido de cuello, tomografia
computarizada de torax y niveles bajos o indetectables en suero en la prueba de

estimulacién de tiroglobulina.
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ANTECEDENTES.

El cancer de tiroides es el tumor maligno mas frecuente del sistema endocrino, !
representa alrededor de 1.4% de las neoplasias pediatricas malignas. 2 Para definir
de manera mas exacta los cambios fisiologicos del crecimiento y desarrollo en el
comportamiento del tumor, la edad pediatrica maxima sera definida como menor o
igual a 18 afios de edad.® Es una enfermedad poco comun en la infancia, sin
embargo, la tasa de incidencia estéa incrementando un 1.1% por afio en el mundo,
potencialmente aunado a la deteccion mas temprana, debido a mejores
procedimientos diagndsticos y/o a factores ambientales. 4 La Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), a través del proyecto GLOBOCAN de la International Agency for
Research on Cancer (IARC), estim6 que para el afio 2012 la incidencia anual de
cancer en menores de 15 afios en el mundo fue de 88 casos por millon de

habitantes, y se muestran por continente en la siguiente tabla °:

Tabla 1. Incidencia estimada por tipo de cancer y continente para 2012.

TIPOS DE CANCER Incidencia* por Continente
Mundial | Africa | Asia Oceania | Europa | América

Todos los tipos de cancer 8.8 8.5 7.5 12.0 13.9 12.6
excepto melanoma

Leucemia 2.7 1.1 2.7 4.3 4.7 4.4
Linfoma No-Hodgkin 0.9 1.6 0.6 1.0 0.9 0.8
Linfoma de Hodgkin 0.4 0.4 0.3 0.5 0.7 0.4
Sistema Nervioso Central (SNC) 1.1 0.5 0.9 1.4 2.4 2.3
Renales 0.5 0.8 0.3 0.6 1.0 0.7
Hepaticos 0.2 0.2 0.2 0.4 0.2 0.2
Sarcoma de Kaposi 0.1 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0
Cavidad oral 0.1 0.1 0.1 0.0 0.1 0.1
Nasofaringe 0.1 0.1 0.1 0.0 0.0 0.0
Tiroides 0.1 0.0 0.1 0.1 0.2 0.2

“Incidencia estimada por 100 mil menores de 15 afios
Fuente: IARC, GLOBOCAN 2012.
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En la siguiente tabla se muestran las cifras de mortalidad anual para los 10 tipos

de cancer con mayor mortalidad en México®.

Tabla 2. Mediana de la mortalidad de 10 tipos de cancer, México 2008-2014

Tipo de cancer Mortalidad* por Afio de registro Mediana
2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014
Leucemias 261 | 275 |28 275 | 264 | 266 |2.88 2.75
SNC 0.69 |[066 |081 |0.72 |0.72 |0.71 |O0.77 0.71
Linfomas 0.4 036 |0.27 |032 (032 |0.27 |0.36 0.37
Oseos 031 |031 |039 |[035 |036 |0.33 |0.39 0.31
Otros y N.E. 0.13 |0.18 |0.26 |0.21 |0.19 |0.16 |O0.12 0.26
Tejidos conectivos y blandos | 0.22 | 0.18 | 0.14 | 0.18 | 0.15 | 0.18 | 0.15 0.18
Hepéticos 0.13 016 |0.15 (014 |0.11 |01 0.13 0.14
Renales 0.13 | 0.12 |0.122 |0.12 |0.13 |0.09 |0.13 0.12
Glandulas endocrinas 0.13 |0.14 |0.16 |0.14 |0.11 |0.12 |O0.11 0.12
Gonadales 0.08 |0.1 0.1 0.11 [ 0.09 |01 0.15 0.1

e  Mortalidad por 100 mil menores de 18 afios
Fuente: Generado a partir de Secretaria de Salud, Cubo de Defunciones y Proyecciones de poblacion CONAPO

La proporcion de las defunciones por neoplasias malignas en menores de 18 afios

de edad residentes de San Luis Potosi, 2008-2014 se muestran a continuacion®
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Los factores predisponentes que se han descrito en la literatura son: exposicion
previa a radiacion, quimioterapia, enfermedad tiroidea autoinmune, proceder de una
zona geografica con deficiencia de yodo y algunos sindromes hereditarios.® El factor
de riesgo mas importante para el desarrollo de carcinoma papilar de tiroides (CPT)
es la radiacion, en especial en los nifios menores de 5 afios, quienes son mas
sensibles, y aparentemente no existe un comportamiento clinico diferente a la forma
esporadica. * Ron et al. 7 mencionan que, en los estudios realizados en nifios
tratados con radiacion por neoplasias benignas y malignas, dosis tan bajas como
0.10 Gy o tan altas como 60 Gy pueden inducir tumores tiroideos. Sinnott et al. 8
explican que la exposicion de la glandula tiroides a la radiacion, particularmente con
fines médicos, se ha reconocido como un factor de riesgo para el desarrollo de
carcinoma, especialmente a menor edad, y puede perdurar por décadas y
probablemente de por vida posterior a la radiacion.

El aparente riesgo incrementado de neoplasias secundarias y la mortalidad entre
los nifios tratados mediante radiacion sustentan la necesidad de una mejor
clasificacion del riesgo con el fin de proporcionar una terapia mas agresiva en
aquellos con mayor riesgo de mortalidad y morbilidad. 2 Harach y Zimmerman
citados en la Guia de ATA hacen referencia en sus articulos que en los nifios
menores de 10 afios principalmente, los carcinomas papilares de tiroides
presentaron las siguientes caracteristicas: extensamente invasivos, no
encapsulados sin la histomorfologia clasica del carcinoma papilar de tiroides
asociando el papel de las hormonas sexuales con la carcinogénesis.? Con relacion
a la localizacion se presentan frecuentemente de manera multifocal y bilateral, con
metastasis a ganglios linfaticos cervicales.® McHenry et al.° reportaron una
incidencia de adenopatia cervical en el 62% de sus pacientes asi como Zimmerman
et al.’? reportaron hasta un 90% de incidencia. Mientras que en mas del 25% de los
casos se pueden presentar de manera simultanea con metastasis a pulmén y
ganglios linfaticos regionales. A pesar de la extensién en la presentacion clinica, es
menos comun la defuncion debida a la enfermedad (2% o menos) que en adultos
(5.8-15%), y muchos nifilos con metastasis pulmonares desarrollan una enfermedad

persistente aunque estable posterior al tratamiento con 31, 3 La mayoria seran
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diagnosticados por el crecimiento de un nddulo tiroideo o por un ganglio linfatico
cervical persistente.® Ocasionalmente el diagnéstico se realiza posterior a la
identificacion de metéastasis a distancia. Los nédulos tiroideos en la infancia sugieren
un mayor riesgo de malignidad, comparados con los nédulos en adultos (22%—26%
contra 5%-10% en la mayoria de las series). 2 La clasificacion TNM es excelente
para describir la extension de la enfermedad y para estadificar un acercamiento a la
evaluacion y manejo, sin embargo, debido a las diferencias clinicas, moleculares y
patolégicas importantes en el carcinoma papilar de tiroides entre nifios y adultos es
importante al desarrollo de guias pediatricas.  El conocimiento sobre el estatus de
los ganglios linfaticos en el paciente con carcinoma papilar de tiroides es
especialmente (til para la categorizacién. 3 Los nifios con involucro de ganglios
linfaticos al diagnostico tiene mas riesgo de presentar enfermedad multifocal (89%
contra 16%), mayor incidencia de metastasis pulmonares (20% contra 0%),
enfermedad persistente (30% contra 0%) y recurrente (53% contra 0%). 3 Utilizando
el sistema de clasificacion TNM, especificamente la categorizacion de ganglios
linfaticos y metastasis a distancia se puede dividir a los pacientes pediatricos en tres
grupos de riesgo. Esta estrategia de clasificacion no define el riesgo de mortalidad
(la cual es baja en el estadio | y 1) sino que identifica aquellos pacientes con riesgo
de enfermedad cervical persistente y ayuda a determinar qué pacientes deben
someterse a categorizacion postoperatoria para rastrear la presencia de metastasis
a distancia. Estos grupos son:

1. Bajo riesgo: Enfermedad confinada a la tiroides con NO o NX, o con Nla
incidental (metastasis microscépica a un pequefio niamero de ganglios
linfaticos cervicales centrales). Aparentemente tienen menor riesgo de
presentar metastasis a distancia, pero aun pueden encontrarse en riesgo de
enfermedad cervical residual, especialmente si en la cirugia inicial no se
realizd diseccién ganglionar cervical central.

2. Riesgo intermedio: Nla extenso o N1b minimo. Estos pacientes tienen
aparentemente menor riesgo de metastasis a distancia, pero tienen un riesgo
incrementado de reseccion linfatica incompleta y enfermedad cervical

persistente.
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3. Riesgo alto: Enfermedad regional extensa (N1b extenso) o enfermedad
localmente invasiva (tumor T4) con o sin metéstasis a distancia. Los
pacientes en este grupo tienen mayor riesgo de reseccion incompleta,
enfermedad persistente y metastasis a distancia.®

El tratamiento en edad pediatrica esta basado en la experiencia obtenida en adultos;
considerando la falta de estudios terapéuticos prospectivos, es un reto determinar
cual es el manejo Optimo. A pesar de la curacion, este enfoque consistié en una
terapia que incluia tiroidectomia total seguida de ablacidon mediante yodo radioactivo
con I'31, El manejo tiene como objetivo mantener la baja tasa de mortalidad y reducir
las complicaciones potenciales del tratamiento. * Sin embargo la morbilidad
causada por el tratamiento sigue siendo considerada, con complicaciones post
quirdrgicas como hipoparatiroidismo permanente y dafio al nervio laringeo
recurrente, y complicaciones secundarias al uso del yodo radioactivo como
disfuncién de glandulas salivales, lagrimales y disfuncién gonadal transitoria.*

Los efectos adversos de la supresion de la hormona estimulante de tiroides en el
sistema cardiovascular y en el metabolismo 6seo han sido demostrados en el adulto.
Esto es menos claro en la poblacién pediatrica. 4

El prondstico es excelente, con tasas de supervivencia a 30 afios >95%. 4

Patologia molecular

Las alteraciones genéticas que se relacionan con la progresion y la diferenciacion
celular pueden englobarse en dos categorias principales: 1) rearreglo cromosomal
y 2) mutacion puntual. Ambas alteraciones afectan principalmente a dos genes
llamados BRAF y RAS. Las mutaciones de alguno de estos dos genes se han
encontrado en mas del 80% de los casos con CPT y raramente se encuentran
traslapados en el mismo tumor. 4 El mecanismo mas comun de activacion de BRAF
es una mutacion puntual que implica el cambio de una tiamina por adenosina en la
posicién nucleotidica 1799, que resulta en una sustitucion de valina-a-glutamato en
el residuo 600! causa estimulos aberrantes en las células foliculares y resulta en
un incremento de mas de 400 veces la actividad de BRAF. 12 Las mutaciones en

este gen fueron inicialmente descritas en la mitad de los pacientes con melanomay



Q Universidad Autbnoma de San Luis Potosi

oo Facultad de Medicina
MEDICINA

GASLD: Tesis para obtener el Diploma de la Especialidad en Anatomia Patoldgica

una pequefia proporcion de carcinoma colorrectal. Otros tumores incluyen el
carcinoma de ovario, colangiocarcinomas y carcinoma prostatico.'* BRAF y RAS
alteran el sistema de sefalizacion intracelular de las proteinas conocidas como
“cinasas de proteinas activadas por mitdégenos” (MAPK, por sus siglas en inglés
para mitogen activated protein kinase) y que se componen de “modulos” de
proteinas de sefalizacién interna (Receptor/Ras/Raf/MEK/ERK), que van de la
membrana celular al ndcleo y que en el cancer de tiroides regulan diversos procesos
celulares, como la diferenciacion, crecimiento, desarrollo y apoptosis. Tienen un
papel importante en la patogénesis del cancer de tiroides, debido a que son usados
como biomarcadores moleculares, como elementos de diagndstico, prondstico y
como posibles blancos terapéuticos moleculares.* Tomado del articulo Mecanismos
de sefializacion intracelular en cancer de tiroides de Paul Mondragén-Terant, en la

Figura 1 se muestra la cascada de sefializacion intracelular.

2 Factores
A Estimulo B de crecimento,
c:toqumas
0T Receptor | (77779 C‘Wo | RETPTC E% 14
O:,{,éxfﬁn Ommbc c-fﬁ‘m V.09 m
Activacion de
intermediarios
BRaf
MAPKKK
MEK1/MEK2
MAPKK
MAPK ERK1/2
Activacion de NF-KB/ c-Jun/
transcripcion
Proliferacion,
Respuesta celular diferenciacion, sobrevivencia,

migracion, desarrollo

Figura 1. A) El estimulo llega al receptor de membrana el cual activa “corriente abajo” una serie de cinasas
agrupadas una tras otra en secuencia MAPKKK-MAPKK-MAPK y termina en la activacion de un factor de
transcripcion que origina una respuesta celular. B) Esquema de activacion del factor de transcripcién ERK-
1/2 a través del sistema de sefializacion intracelular de cinasas en el cancer de tiroides. La activacion inicial
es a través de un receptor de membrana tipo tirosincinasa (RET/PTC) y se continlia corriente abajo a través
de la secuencia de las cinasas RAS/BRAF/MEK-1/2.
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El CPT en nifios se caracteriza por una mayor prevalencia de rearreglos genéticos,
y en menor frecuencia mutaciones puntuales de los proto-oncogenes implicados.
Los estudios moleculares han demostrado que las mutaciones de BRAF son las
mas frecuentemente encontradas en el CPT de los adultos (36-83%).3 La incidencia
de la mutacion de BRAF en la poblacion pediatrica se piensa que es menor que en
adultos con rangos de 0-30%, aungque una serie reciente reporté 63% (Henke et al)
14 Esta mutacion puede estar asociada a caracteristicas agresivas en el carcinoma
tiroideo. 12

Diferentes investigaciones han mostrado la relacion de la presencia de la mutacion
BRAF con ciertas caracteristicas clinico-patolégicas; sin embargo, no todos los

resultados son consistentes. 2
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JUSTIFICACION.

Recientes estudios moleculares en adultos han mostrado que la mutacion de BRAF
en el carcinoma papilar de tiroides se ha encontrado asociada a caracteristicas
clinico-patoldgicas agresivas y peor prondstico. En contraste los estudios han sido
limitados en la poblacién pediatrica, con escasos datos disponibles, encontrando
una variacion en la frecuencia de esta mutacion de un 0-63%. En los ultimos afos
se ha observado un incremento en los casos de carcinoma tiroideo en la poblacion
pediatrica de nuestro hospital. El tratamiento y prondstico debe establecerse de
acuerdo con el riesgo de enfermedad persistente/recurrente con el fin de otorgar
una terapia optima que reduzca la posibilidad de un tratamiento y/o seguimiento
agresivo o inadecuado.

El rol de la mutacion de BRAF en este grupo es controversial, por lo que se pretende
analizar la inmunoexpresion de este marcador y su posible asociacion a factores
clinicos, con el fin de complementar un adecuado manejo y seguimiento de los

pacientes pediatricos.
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HIPOTESIS.

Existen diferencias en las condiciones clinicas de pacientes con CPT que tienen

la inmunoexpresion de la proteina BRAF V600E de los que no lo tienen.
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OBJETIVOS.

Obijetivo general

- Determinar la inmunoexpresion de la proteina BRAF V600E en muestras de
carcinoma papilar de tiroides (CPT) pediatrico y correlacionar con las

condiciones clinicas en el expediente.
Objetivos especificos

- Determinar la presencia o no de la inmunoexpresion de la proteina BRAF
V600E en muestras de CPT.

- ldentificar las condiciones clinicas en los expedientes de los pacientes con
CPT.

- Comparar las condiciones clinicas en los pacientes con CPT que tuvieron

inmunoexpresion de la proteina BRAF V600E contra los que no la tuvieron.
Objetivos secundarios

- Comparar la inmunoexpresiéon de la proteina BRAF V600E en las variantes
de CPT folicular y clasico.

- Iniciar una base de datos para futuras investigaciones.
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SUJETOS Y METODOS.

LUGAR DE REALIZACION
Departamento de Anatomia Patologica del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones
Prieto”.
Laboratorio de Inmunohistoquimica de la Facultad de Medicina de la Universidad

Auténoma de San Luis Potosi.

UNIVERSO DE ESTUDIO
Bloques de parafina de pacientes desde el nacimiento hasta los 18 afios de edad
registrados en el servicio de Anatomia Patoldgica, que cuenten con diagnostico

histopatolégico de carcinoma papilar de tiroides en cualquiera de sus variantes.

CRITERIOS DE SELECCION:
e Inclusion:

o Todos los casos que desde el nacimiento hasta los 18 afios tengan el
diagnostico histopatolégico de carcinoma papilar de tiroides en
cualquiera de sus variantes.

o Todos los casos que tengan la disponibilidad de bloques de parafina
en el archivo, del Departamento de Patologia del Hospital Central “Dr.
Ignacio Morones Prieto”.

e Noinclusion:

o Todos los casos en los cuales el material sea inadecuado para el

proceso de inmunohistoquimica.
e Eliminacion:
o Todos los casos en los que el material presente algun dafio irreparable

durante el proceso.

11



Q Universidad Autbnoma de San Luis Potosi

oo Facultad de Medicina

MEDICINA
UASLP

VARIABLES EN EL ESTUDIO

Tesis para obtener el Diploma de la Especialidad en Anatomia Patoldgica

. Definicion . : Tipo de
Variable . Valores posibles | Unidades p.
operacional variable
Expresion del
BRAF acr:]iilc():ulzrsprﬁ:geel 0= Negativa Nominal | Dicotoma
V600E P 1= Positiva
células
neoplasicas
Edad Edad blolloglca del 0-18 Afos Continua
paciente
Sexo Geénero bioldgico I\ﬁ: Mujer NA Dicotoma
del paciente H= Hombre
Variante _ . L.
AT Pc= Papilar clasico
. i histolégica del _ : . : "
Diagnéstico . ; Pf= Papilar patron Nominal | Dicotoma
carcinoma papilar folicular
de tiroides
LD= Lébulo derecho
Ubicacién del | o= Lobulo izquierdo
o MC= Multicéntrico .
Localizacién | tumor dentro de la . NA Nominal
landula tiroides | B Bilateral
9 BiM= Bilateral y
multicéntrico
Sistema de
cIaS|f|ca_C|on que RA=Riesgo alto
. categoriza a los s
Estadio . RI= Riesgo , .
iy pacientes en . . Nominal Ordinal
clinico grupos de riesgo intermedio
de enfermedad RB= Riesgo bajo
cervical persistente
Ht=
Hemitiroidectomia
Tc= Tiroidectomia
Manejo terapéutico | con linfadenectomia
Tratamiento administrado al Ts= Tiroidectomia NA Nominal
paciente sin linfadenectomia
I=lodo
Ts= Terapia
sustitutiva
. e Le= Libre de
Situacion clinica
. enfermedad
L, del paciente al _ , NA .
Evolucion R= Recurrencia Nominal
momento del _ . .
) M= Metastasis
estudio _ .
D= Defuncion
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TIPO DE MUESTREO

Consecutivo por conveniencia

MATERIAL Y METODOS
Se obtuvo la aceptacion del comité de Etica en Investigacion para la recoleccion de
datos del Sistema Estandarizado del Servicio de Anatomia Patologica. Se
identificaron los casos con diagndstico histopatolégico de carcinoma papilar de
tiroides en pacientes pediatricos del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”,
del 1 de enero del 2005 al 31 de octubre del 2019. Se obtuvieron los bloques de
parafina de pacientes pediatricos con diagndstico de carcinoma papilar de tiroides,
a los cuales se les haya realizado reseccién parcial o total de ésta. Se revisaron
cortes tefiidos con hematoxilina & eosina para una revaloracion del carcinoma, asi
mismo se selecciond el material con blogue de parafina disponible, para la
inmunotincion con BRAF V600E (RM8 BIOSB, prediluido). Se consideré positiva la
muestra en presencia de inmunoexpresion citoplasmatica difusa, con tres grados
posibles: leve, moderada o intensa, y cualquiera de ellos era informado como
positivo de acuerdo con los articulos de Capper D. y cols. 1°y Miguel Paja F. y
cols.'8; se valoré mediante una escala dicotdmica de la siguiente manera:
e [Expresion ausente, tincién nuclear, tincion débil en escasas células de
manera focal o tincidbn en macrofagos/monocitos se interpreté negativa.
e Expresion citoplasmatica difusa con tres grados posibles se interpreto
positiva.

Ver Figura 2.
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Figura 2. Expresion de BRAFVG00E.
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ANALISIS ESTADISTICO.

CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA

Serd incluido el total de la poblacion pediatrica con carcinoma papilar de tiroides
en un periodo de 15 afios.

ANALISIS ESTADISTICO.

Prueba exacta de Fisher para contraste de dos proporciones.
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ETICA.

Investigacion sin riesgo. En el presente estudio no serd necesario hacer participe
a los pacientes de manera directa, ya que solo sera basado en los informes
histopatoldgicos y los bloques de parafina disponibles en el archivo. La manera
de identificacion de cada caso serd sdélo con el nimero de quirtrgico asignado,
y los datos de cada uno de ellos se manejaran con estricta confidencialidad. Por
lo tanto, no sera necesario obtener el consentimiento informado. Todos los datos
se mantuvieron en estricta confidencialidad y se hicieron los esfuerzos
necesarios para que la informacion no pueda ser relacionada con la persona de
quien proviene, conforme a lo referido por las pautas éticas internacionales para
la investigacion relacionada con la salud. Posterior a revisar la declaracion de
Helsinki, la Ley General de Salud y la Norma Oficial Mexicana del expediente
clinico, se concluy6 que no existe riesgo alguno para los pacientes. Durante el
proceso se siguid la metodologia y buenas préacticas clinicas que marca el

manual de bioseguridad del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”.
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RESULTADOS.

Se identificaron 16 casos con diagnostico histopatologico de carcinoma papilar de
tiroides en el Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” del 1 de Enero del 2005
al 31 de Octubre del 2019. Se excluyeron tres casos por falta de bloques de parafina
para la realizacion del estudio de inmunohistoquimica, sus caracteristicas son
resumidas en las tablas 3y 4.

Tabla 3. Caracteristicas generales.
NUMERO (%)

MUJERES 7 (53.8%)
HOMBRES 6 (46.2%)
DIAGNOSTICO

VARIANTE CLASICA 5 (38.4%)
VARIANTE FOLICULAR 7 (53.8%)
VARIANTE CLASICA Y FOLICULAR 1 (7.7%)
LOCALIZACION

UNILATERAL 6 (46.1%)
UNILATERAL Y MULTICENTRICO 2 (15.4%)
BILATERAL 2 (15.4%)
BILATERAL Y MULTICENTRICO 3 (23%)
CIRUGIA

TIROIDECTOMIA TOTAL 12 (92.3%)
HEMITIROIDECTOMIA 1 (7.7%)
LINFADENECTOMIA 8 (61.5%)
METASTASIS AL DIAGNOSTICO 5 (38.4%)
GRUPO DE RIESGO ‘
ALTO 7 (53.8%)
BAJO 6 (46.1%)
EVOLUCION ‘
LIBRE DE ENFERMEDAD 10 (76.9%)
RECURRENCIA 1 (7.7%)
METASTASIS 2 (15.4%)
BRAF V600E

POSITIVO 10 (76.9%)
NEGATIVO 3 (23%)
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Del total de los 13 casos; seis (46.2%) fueron del género masculino y siete (53.8%)
del género femenino. El promedio de edad al momento del diagndstico fue de 11.9
afos, con intervalo entre los 3 y los 17 afios. Del género femenino cuatro pacientes
fueron BRAF V600E positivo (57%) y en tres pacientes (43%) resulté negativo. Del
género masculino seis pacientes fueron positivos para la mutacién (100%). Sin
diferencia estadisticamente significativa para la positividad de BRAF V600E entre
ambos sexos, p=0.24.

En cuanto a la edad, los pacientes menores de 10 afios (t=3) fueron dos positivos a
la inmunoexpresion de BRAF V600E y uno negativo, mientras que en los pacientes
mayores de 10 afios (t=10) ocho fueron positivos y dos negativos. Sin diferencia
estadisticamente significativa para la positividad de BRAF V600E entre los
pacientes mayores y menores de 10 afos, p=1.

Con relacion a los grupos de riesgo, siete se ubicaron en riesgo alto (53.8%) y seis
en riesgo bajo (46.1%). La inmunoexpresion de BRAF V600E se identifico en 10 de
los 13 casos (76.9%), de los cuales el 100% se expreso en los grupos de alto riesgo
(7/7) y en los grupos de bajo riesgo se observo solo en el 50% de los casos (3/6);
sin diferencia estadisticamente significativa para la expresion de BRAF V600E con
respecto a los grupos de riesgo bajo y alto, p=0.14.

El carcinoma papilar de tiroides de variante clasica se encontré en cinco (38.4%)
pacientes, la variante folicular en siete (53.8%) y uno (7.7%) presenté ambas
variantes. Hubo expresion de BRAF V600E en 5/5 (100%) pacientes con carcinoma
papilar clasico, en 4/7 (57.1%) de variante folicular y fue negativa la
inmunoexpresion en 3/7 (42.9%); y 1/1 (100%) variante clasico y folicular (ver
Gréfica 2). Sin diferencia estadisticamente significativa para la expresion de BRAF

V600E entre las tres variantes histopatolégicas, p=0.38.
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Grafica 2. Proporcion de BRAF+ con respecto a variante histopatologica.

Variante clasica Variante folicular Variante clasica y
folicular

M BRAF+ ¥ BRAF-

En cuanto a la localizacién del tumor se presentd unilateral en seis pacientes de los
cuales cuatro fueron positivos y dos negativos. Con presentacion unilateral y
multicéntrico fueron dos pacientes, ambos BRAF V600E positivo. Con presentacién
bilateral fueron dos pacientes, siendo uno positivo y uno negativo. Los casos con
presentacion bilateral y multicéntrico fueron tres pacientes, todos positivos. En
cuanto a la expresion de BRAF V600E con respecto a su localizacién, no hubo
diferencia estadisticamente significativa p=0.59.

De los casos con linfadenectomia (t=8), 7(87.5%) fueron positivos para el marcador
y 1(12.5%) fue negativo. De los pacientes sin linfadenectomia (t=5), 3 (60%) fueron
positivos y 2(40%) negativos. Con una p no estadisticamente significativa para la
expresion de BRAF V600E con respecto a la realizacion de linfadenectomia, p=0.63.
El 100% (t=5) de los casos de metéstasis pulmonar al momento del diagndstico
fueron positivos para BRAF V600E; mientras que los ocho casos negativos a
metastasis; 5(62.5%) fueron positivos a BRAF V600E y 3(37.5%) fueron negativos,
con una p no estadisticamente significativa para la expresiéon de BRAF V600E con
respecto a la presentacion de metastasis al momento del diagnostico, p=0.37. Con
relacion al seguimiento durante el estudio, 10 pacientes se encuentran al momento
libre de enfermedad, dos desarrollaron metastasis y uno presento recurrencia de la
enfermedad. De los 10 casos positivos para BRAF V600E, siete se encuentran libres
de enfermedad, uno presentd recurrencia de la enfermedad y dos desarrollaron

metastasis. Con una p no estadisticamente significativa para BRAF V600E positivo
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con respecto a la presentacion de complicaciones, p=1. Se realiz6 tiroidectomia a
un total de 12 (92.3%) pacientes y hemitiroidectomia a uno (7.7%); asi mismo se les
dio tratamiento sustitutivo y yodo a los 13 casos excepto a uno, quien fue manejado
Unicamente con tratamiento sustitutivo.

Los resultados son resumidos en la tabla 4.

Tabla 4. Inmunoexpresién de BRAF y factores clinico-patolégicos evaluados
BRAF V600E BRAF V600E _ p

Género

Mujer 4 (57%) 3 (43%)

Hombre 6 (100%) -

Edad

0-10 afios 2 (66.6%) 1 (33.3%)

10-18 afios 8 (80%) 2 (20%)

Variante histolégica

Clésica 5 (100%) -

Folicular 4 (57.1%) 3 (42.9%) 0.38

Clésicay folicular 1 (100%) -

Localizacién

Unilateral 4 (66.6%) 2 (33.3%)

Unilateral y multicéntrico 2 (100%) -

Bilateral 1 (50%) 1 (50%)

Bilateral y multicéntrico 3 (100%) -

0.24

0.59

Grupo de riesgo
Alto 7 (100%) -
Bajo 3 (50%) 3 (50%)

Linfadenectomia

0.14

7 (87.5%) 1 (12.5%)
3 (60%) 2 (40%)

z
o

“
o
(o))
w

Metastasis pulmonar

5 (100%) -
5 (62.5%) 3 (37.5%)

0.37

Z
()

“

Evolucion

Libre de enfermedad 7 (70%) 3 (30%)
Recurrencia 1 (100%) - 1
W EIENESES 2 (100%)

2
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DISCUSION.

La mutacion V600E de BRAF condiciona una activacion constitutiva de la via
sefalizada con quinasas MAP (mitogen-activated protein), lo que provoca un
aumento de la proliferacion celular y resistencia a la apoptosis. Estd demostrada su
asociacion a predictores de agresividad tumoral en los CPT, fundamentalmente
extension extratiroidea y afectacion ganglionar, y un riesgo incrementado de
recurrencia, aungue no de mortalidad. Asi mismo, la mutacién reduce la sensibilidad
tumoral al radioyodo a través de la translocacion del NIS (Na/l symporter) desde la
membrana al citoplasma, impidiendo la entrada del isétopo en la célula maligna. La
mutacion también se ha confirmado como una potencial diana terapéutica para los
farmacos inhibidores de BRAF, a semejanza de los tratamientos con vemurafenib
en el melanoma maligno, esta relevancia diagnostica y terapéutica hacen que su
deteccidn, idealmente preoperatoria, tenga un gran interés.

En adultos la mutacion de BRAF V600E se ha mostrado asociada a caracteristicas
celulares mas agresivas y peor pronostico. En contraste; la frecuencia de la
mutacion en pacientes pediatricos ha sido estudiada de manera limitada, y en los
pocos estudios disponibles se estima un rango de 0 a 63% siendo su presencia
controversial, no obstante; en nuestro estudio 76.9% de los pacientes presentaron
inmunoexpresion de BRAF V600E.

A diferencia del estudio de Henke y colaboradores, no hubo una relacion
estadisticamente significativa con respecto al género masculino, aunque si se
observo la inmunoexpresion en el total de nuestros pacientes siendo clinicamente
significativo con una diferencia del 43%; a diferencia de Geng y Cols, los cuales no
encontraron ninguna relacién con el género. Otro punto de vista a considerar en la
revision de la literatura es lo referido por Geng y colaboradores con relacion a los
grupos de riesgo en donde el autor sefiala la asociacion de la mutacion con los
grupos de bajo riesgo, no asi en nuestro estudio el cual se presentod en el total de
los casos de riesgo alto y en la mitad del grupo de bajo riesgo; sin la obtencion de

un p estadisticamente significativa ante estos datos. Es interesante resaltar que la
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mayoria de los autores 1420 hacen referencia a la presencia de la mutacion en la
variante clasica del carcinoma papilar de tiroides, mientras que Geng'’, Givens? y
Hardee?'y Gertz %2 ademas de describir que la mutaciéon se asocié a la variante
clasica, sefialaron que los casos de CPT variante folicular no presentaron dicha
mutacion; de manera similar a nuestro estudio. Por otra parte, cabe mencionar que
Sassolas y cols. y demas autores 42° no encontraron asociacion entre la mutacion
y caracteristicas agresivas de la enfermedad, comparandolo con nuestro estudio
podemos sefalar que no existe tampoco ninguna asociacion con las caracteristicas
clinicas, evolucion y seguimiento de los casos estudiados.

Sikran Poyrazoglu y cols.'? refiere la presencia de mutacion BRAF en el 25% de
los pacientes siendo mayor en nifios en la pubertad, probablemente relacionado a
cambios hormonales, no obstante; dicha teoria sigue siendo motivo de estudio y
finalmente no se encontré relacion entre la mutacién y la edad; aunque si
encontraron significancia estadistica de la mutacion con la variante clasica del CPT
y la multicentricidad, empero; en nuestro estudio esto no pudo ser comprobado.
Aungue en la literatura se ha descrito la asociacion de los antecedentes familiares
con diferentes tipos de cancer de tiroides; en nuestro estudio ningln caso presento
dicha informacion.

En el siguiente cuadro se resumen los hallazgos encontrados en las principales
series, con respecto a la expresion de BRAF V600E vy las caracteristicas clinico-

patolégicas de diferentes poblaciones estudiadas. (Ver Cuadrol)
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LIMITACIONES Y/O NUEVAS PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION.

Aunque se incluyeron en la presente serie la casuistica de quince afios del Hospital
Central, es importante sefialar que representa s6lo una parte de la poblacion con la
enfermedad pues la institucidon no es un centro de referencia; por lo que una
alternativa para conocer la incidencia de dicha patologia seria incrementar el
ndamero de casos con otros pacientes de varios centros hospitalarios del pais,
continuar el estudio de manera prospectiva disminuira la probabilidad de tener datos
incompletos, tener un mejor seguimiento de los casos y la obtenciéon de material
mejor preservado para realizar el estudio de inmunohistoquimica y complementar
con estudios moleculares.
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CONCLUSIONES.

Con base en los estudios realizados se puede concluir que no hubo correlacion
entre la mutacion de BRAF V600E con los factores clinicos, la evolucion, recurrencia
y el estatus de la enfermedad, tanto para una asociacion negativa como positiva.
En contraste a lo reportado en diferentes series, la inmunoexpresion de la mutacion
se encontrd en un alto porcentaje de nuestra poblacion (76.9%).

La variante folicular del carcinoma papilar de tiroides fue la méas frecuente en nuestra
poblacién; seguida de la variante clasica del CPT, siendo ésta la mas comunmente
observada en poblacion pediatrica.

Aunque se encontrd una asociacion de la expresion de BRAF V600E con el género
masculino, la variante clasica del CPT, el grupo de riesgo alto y con la
multicentricidad, éstos no fueron estadisticamente significativos, con lo cual se
puede sefalar que no hay una asociacion clinica entre la expresion de la mutacion
y la enfermedad, asi como con un valor prondstico, en consecuencia consideramos
que el manejo del paciente en cada caso deberia ser de manera individualizada e
independiente de la expresion de BRAFV600E; asi mismo, cabe sefalar que el
mayor predictor prondstico sigue siendo el estatus de los ganglios linfaticos,
especificamente util para la categorizacion en los pacientes pediatricos y el

tratamiento del paciente debe ser de manera integral e interdisciplinaria.
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Anexo 1. Hoja de recoleccion de datos.
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Afio Nombre Blogue Edad Género | Residencia|  AHF  |Diagnéstico] Localizacion | cirugia | Linfadenectomia | Riesgo | Tratamiento | Evolucion | metastasis| srar
1 20t | Juan Marusl Qlvers Fuiz O-gddz-11 [ z ﬁ:sad el gg%zl“}f: SZ z 1 z 1 3 3 1 1 1
ooy
z 2010 Ceesar faron Aguilar Rodriguez 0-12431-10 13 z Matehuala ::::::a on 1 4 2 1 3 3 1 1 1
3 20M  |Josl Antonio Rivera Gaytén -E4ET-T 15 z SLP :::: s z 1 H H 1 3 1 2 1
4 2012 |Betssy UictoniaCastilo Castile | G-3243-12 13 1 SDGS.5LP ;::;n::sa = z 1 2 1 1 3 1 z 2
5 201 |Reginahzen Loredo Ipifa 0-2365-14 3 1 SLP i““m:::';ad? z 1 2 2 1 3 1 z 2
6 2012 |Alejandra Hinojosa Gallegas 0-4321-13 10 1 S:::; cae i?r“”mi'r";ade z 3 z 1 3 3 1 1 1
7 2017 |Beatriz Siva Guridirez Q-5720-17 13 1 Tamuin ﬂno.i:;ade z 4 2 1 3 3 3 1 1
8 2017 |Deyda Janene Avalos Hernandez | 0-1852-17 17 1 Alaguines i““m:::';ad? 1 2 2 2 1 3 1 z 1
3 2016 |Lilean Michelle Conzz Flares 0-0830-16 1 1 Matehusla ;‘;"‘“mi:;ade 3 z z 1 3 3 z z 1
B 2016 Maria Acufia Ganzslez O-1530-15 8 H Tamasopo ::m:a a9 1 4 H 1 3 3 3 1 1
11 2005 |Micolés Heméndez Briones G-5133-05 13 z '::I“F‘!‘?D Mars &de 1 1 z 1 3 3 1 z 1
? 2017 |Ma. BegofiaBear Aravio Q-1834-17 15 1 5P fr‘.no.:::;ade 2 a 2 2 1 3 1 2 2
3 2019 |Efren Aucadio Manel Garsia 0-7395-19 13 z T ampamelin fr“”m:::ziadg 1 1 ) B 1 1 1 2 1
Edad (ED)
« 0-10 afios (1) Riesgo (R)
« =10 afios (2) = Bajo (1)
« Moderado (2)
Género (G) «  Alto (3)
«  Mujer (1)
« Hombre (2) Tratamiento (T)
«  Sustitutivo (1)
Diagnostico (D) » Yodo (2)
- Ca. DE.[CI"EIT de tircides clasico I:1 «  Sustitutivo + Yodo I:EH
- Ca. DE.[CI"EIT de tiroides folicular [E:I
« (Ca. papilar de tircides clasico v Evolucion (E)
folicular (3) « Libre de enfermedad (1)
« Recurrencia (2)
Localizacion (L) « Metdstasis (3)
«  Unilateral (1) «  Defuncion (4)
- Unilateral Yy multicéntrico I:E
« Bilateral {3) Metastasis (M)
« Bilateral y multicéntrico (4) «  Pulmén (1)
»  Sin metdstasis (2)
Cirugia (C)
*  Hemitiroidectomia (1) ERAF V&0O0E (B)
» Tiroidectomia total (2) « Positivo (1)
«  Negativo (2)
Linfadenectomia (LD)
«  Si(1)
«  MNoi{2)
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Anexo 2. Expresion de BRAF V600E en los pacientes con carcinoma papilar

de tiroides.
CAED | GENERD | ELAD EHF DIAGHGETICD HG RIEEO0 CIRUGIE TRATAMIENTD | EWOLUCI METLETAEHS
1 H B abudin Carcinoma paplar e Posiien Ao Trodecioanim okl Sl Ll b oche Fulmdin
nafiena T de Hroidies: Pollcular i endiermisiad
pulmiin, B
Can i risaimiai
z H 13 HeTrana Carcinoima paplar e Posiien FYE] Tirmsdecioia 1ok SuslD Libire b Fuimdn
abcia frcedes clilsion i endiermisiad
Meaabeme oo
ST
3 H 15 Paadne con Carcinoma paplar e Posiien Bajo Trodecioanim okl Sl Ll b oche 5 =)
asma abada Hroidies: Pollcular i endiermisiad
rriadaima
CaiZL
4 M 13 DZ y HAS Carcinoma paplar e Pz tgart was Bajo Trodecioanim okl Sl Ll b oche 5 =)
Hroidies: Pollcular =] e s
& 1] 3 Ein AHF i Carcinoma paplar de Prociart WA Bajo Tirdeoiomia 1ot Susln Libre o 5 =]
mporianda Hroidies: Pollcular =] e s
- 1] 0 Ein AHF i Carcinoma paplar de Poailivn Alo Tirdeoiomia 1ot Susln Libre o Fumdn
mporianda Hroidies: Pollcular =] e s
T 1] 13 Ein AHF i Carcinoma paplar de Poailivn Alo Tirdeoiomia 1ot Susln Kiclislasts Fumdn
mporianda Hroidies: Pollcular =]
2 1] 1T Ein AHF i Carcinoma paplar de Poailivn Bajo Tirdeoiomia 1ot Susln Libre o 5 =]
mporianda Arcedes clilsl oo =] e s
[] [X] 14 Ein AHF o Carcinoima paplar e Posiien FYE] Tirmsdecioia 1ok SuslD RecunreEn =)
mporianda firnides diskon y folkoular =]
10 H H Ein AHF i Carcinoma paplar de Poailivn Alo Tirdeoiomia 1ot Susln Kiclislasts Fumdn
mponianca drcddes clilislon ¥ioadn
M1 H 13 Ein AHF di Carcinoma paplar de Posiien A Tirdecinma ok Susiiu Libire b (=)
mporianda frcedes clilsion i endiermisiad
12 [X] 15 Ein AHF di Carcinoma pap lar de Fzgan v Baja Hemitirondiectomia Susiiudo Libire o (=)
mporiano & Hemidies, Trfloiikar ‘oddn o mmisdaid
13 H 13 Ein AHF di Carcinoma paplar de Posiien Baja Hemtirmdieoiomia Susiiu Libire b (=)
mporianda frcedes clilsion i endiermisiad
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Anexo 3. AJCC TNM Octava edicién

TUMOR
T& | Se desconoce el tumar
TO | Mo evidencia de tumor primario
T1 | Tumor menor o igual a 2 crm Emitade a |a tircides
Tis | Tumor menor o igual a 1 crm imifade a |a troides
Tik | Tumor mayor 3 1 cm. pero menor o igual 3 2 cm limitado a la tirodes
T2 | Tumor mayor a 2 cm, pero menor o igual 3 4 cm limitzdo a |z tircides
T2 | Tumar mayor 3 4 cm limiade a la tircides o extensidn extratiroidea hasta fibras
musculares
T35 | Tumar maysr 3 £ cm limitsdo 5 15 tiroides
T3k | Extension extratiroidea hasta fibras musculares de un tumor de cuakguier tamano
T4 | Extension extrafircidea mas alla de las fibras musculares
T4s | Extension extratiroidea hasta tejidos blandos subcutansos, laringe, traguea,
esafago o nervia laringes recurrente de un tumar de cualquier amano
T4k | Extension extratircidea con invasion a fascia prevertebral o revistiendo |3 arteria
cardtida o vasos mediastnsles de un fumor de cuakguier tamano
GANGLIOS
M¥ | Mo == pueden establecer los ganglios linfaticos regicnales
MO | Sin evidencis de metastasis kocorregional a ganglios linfaticos
KOs | Une o mas ganghios linfaticos benignos confirmados citoldgica o histolagicaments
M1 | Metastasis a ganglios linfaticos regionales
h1s | Metastasis a ganglios linfaticos en niveles W1 o V1. de mansara unilatersl o bilateral
H1E | Metastasis a ganglics linfaticos en niveles I, 11, [Il, 'V o W de mansra unilateral,
bilateral o contralateral o panglios linfaticos retrofarngeos.
METASTASIS
1Y | Mo es posible establecerls
MO | Sin metastasis
W1 | Metastasis a distancia
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