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PALABRAS CLAVE Resumen

Mutacion BRAFT179%. Antecedentes y objetivo: La mutacién BRAFT'7°A se ha relacionado con caracteristicas tumo-
Carcinoma papilar de rales de mas agresividad, recidiva tumoral y persistencia de carcinoma papilar de tiroides
tiroides; (CPT), aunque no todos los estudios apoyan esta asociacion. En éste, se analiza la asociacion
Recidiva tumoral entre la presencia de la mutacién BRAFT'79°A en el tumor primario de pacientes con CPT y las

caracteristicas clinicopatoldgicas de riesgo, recidiva y persistencia tumoral.

Pacientes, material y método: Hemos seguido a 97 pacientes intervenidos de CPT durante una
mediana de 64,1 meses. La mutacion BRAFT!799% se determind en &cido desoxirribonucleico
procedente de muestras de la tiroidectomia inicial mediante amplificacion por PCR del exdn 15
del gen braf y analisis de los fragmentos de restriccion con la enzima TspRI. Los casos positivos
fueron confirmados por secuenciacion. La asociacion estadistica entre la mutacion BRAFT!79% y
las diferentes variables se estudio mediante los correspondientes tests de contraste de hipotesis
mas regresion logistica.

* Autor para correspondencia.
Correo electrénico: marisacgarre@gmail.com (M. Canadas Garre).
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Introduccion

Resultados: El 46,4% de los pacientes eran positivos para la mutacion BRAFT'79%A, Tras analisis
bivariante y multivariante, la mutacién BRAFT'79%A s6lo se asociaba con edad superior a 60 afios
(odds ratio [OR] = 5,5; intervalo de confianza [IC] del 95%, 1,4-21,9; p=0,019) y tamano de 1cm
o superior (OR=3,6; IC del 95%, 1,2-10,3; p=0,016). No se asociaba con subtipos histologicos,
metastasis, recidiva, necesidad de nuevos tratamientos ablativos con 1'3' o de otras interven-
ciones quirlrgicas debidas a la aparicion de metastasis o persistencia de enfermedad al final
del seguimiento.

Conclusiones: La mutacion BRAFT'7%A est4 asociada a edad superior a 60 afos y tamafio tumo-
ral de 1cm o mayor, pero no con otras caracteristicas clinicopatologicas, recidiva tumoral o
persistencia de enfermedad.

© 2010 SEEN. Publicado por Elsevier Espana, S.L. Todos los derechos reservados.

BRAFT179%A mutation in the primary tumor as a marker of risk, recurrence, or
persistence of papillary thyroid carcinoma

Abstract

Background and objective: The BRAFT'7%°A mutation is reported to be associated to aggressive,
persistent, and recurrent tumor in papillary thyroid carcinoma (PTC) patients. Association of
the BRAFT'7%A mutation in the primary tumor with the clinicopathological characteristics of
PTC patients was analyzed.

Patients, material and methods: Ninety-seven PTC patients were followed up for a median of
64.1 months. The BRAFT'79A mutation was analyzed in DNA from initial thyroidectomy biopsies
by PCR amplification and restriction fragment length polymorphism using TspRI enzyme. Positive
cases were confirmed by DNA sequencing. Statistical association between BRAFT'7%°A mutation
and clinicopathological characteristics was analyzed by the relevant hypothesis tests and logistic
regression.

Results: 46.4% of patients were positive for the BRAFT'79%* mutation. Bivariate and multivariate
analysis showed the BRAFT'7%°A mutation to be only associated to age over 60years (odds ratio
[OR] = 5.5; 95% confidence interval [CI],1.4-21.9; p=0.019) and to tumor size of 1 cm or greater
(OR=3.6,95%Cl, 1.2-10.3; p=0.016). The BRAFT'7%°A mutation was not associated to histological
subtype, metastasis, recurrence, more aggressive treatments (ablative I'3! therapy or surgery),
or PTC persistence at the end of follow-up.

Conclusions: The BRAFT1799A mutation is associated to age over 60 and a tumor size of 1cm
or greater, but not to other clinicopathological characteristics, tumor recurrence or PTC per-
sistence.

© 2010 SEEN. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Los CPT con frecuencia presentan mutaciones en genes
que codifican proteinas implicadas en la ruta de sefializacion

El cancer de tiroides es un tumor con una incidencia baja
pero creciente en todo el mundo (10,2 casos por 100.000
habitantes/ano), especialmente debido a la deteccion de
carcinomas papilares de tiroides (CPT) de pequeho tamano
(menor de 2 cm)™2. El CPT constituye mas del 70% de las
neoplasias malignas derivadas de células foliculares?.

Aunque el pronostico del CPT es generalmente bueno, un
subgrupo de estos pacientes presenta un prondstico peor,
con un 12% de fallecimientos, y una proporciéon mayor pre-
senta morbilidad debida a recidiva tumoral®.

El riesgo de recidiva o fallecimiento se relaciona
con varios parametros, entre los que se encuentran
principalmente edad, sexo, tamafo tumoral, metastasis,
multifocalidad, invasidn extratiroidea, capsular y vascular’.
El reconocimiento y la evaluacion de estos factores pro-
nosticos, combinado con datos de factores moleculares que
evallen el riesgo de recidiva, podrian servir para estratifi-
car a los pacientes y seleccionar modalidades de tratamiento
especificas.

MAPK (Mitogen-activated protein [MAP] kinases)®. BRAF es
uno de los tres miembros de la conservada familia de serina
treonina cinasas RAF (ARAF, BRAF y CRAF), que son efectores
clave de la ruta canénica MAPK (RAF-MEK-ERK). Las muta-
ciones puntuales del gen braf son en su mayoria (alrededor
del 90%) de un solo tipo, las que implican la transversion de
la timina situada en la posicion 1799 de la secuencia del gen
a una adenina (T1799A), lo cual resulta en la sustitucion del
aminoacido valina, localizado en la posicion 600 de la pro-
teina, por un glutamato (V600E)”-®. La mutacion BRAFT!79%A
constituye la principal alteracion genética del CPT, con una
frecuencia aproximada del 45%, aunque el porcentaje varia
segln las series entre el 20 y el 83%’.

Algunos estudios han descrito una asociacion entre la
mutacidon BRAFT'7%°A y caracteristicas tumorales de mas
agresividad, como son una mayor edad al diagnéstico,
sexo masculino, extension extratiroidea, metastasis, esta-
dio tumoral avanzado en el momento del diagnéstico,
asi como recidiva tumoral®'®. Se la ha descrito como un
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predictor independiente de recidiva tumoral, incluso en
pacientes con estadio I-1°. También se ha asociado a la dis-
minucion de la capacidad de captacion de 13! y fracaso del
tratamiento de las recurrencias®''. Aun asi, no todos los
estudios coinciden en aceptar que la mutacidn BRAFT'79%A
sea un marcador de mas agresividad y peor pronédstico® %12,

El objetivo del presente estudio fue analizar la asocia-
cion de la presencia de la mutacidn BRAFT'7°°A en el tumor
primario de pacientes con CPT con las caracteristicas clini-
copatoldgicas de riesgo alto relevantes para el pronostico
del CPT, asi como con la recidiva tumoral y la persistencia
de enfermedad.

Material y métodos
Sujetos de estudio

Se estudiaron las caracteristicas clinicopatoldgicas y la
presencia de la mutacion BRAFT'79°A en 97 pacientes diag-
nosticados de CPT en el Hospital Universitario Virgen de las
Nieves durante el periodo comprendido entre el 1 de enero
de 1998 y el 30 de mayo de 2007. Se realizé un seguimiento
de los pacientes hasta el 1 de septiembre de 2008 (mediana
de seguimiento: 64,1 [28,9-91,1]; minimo: 15,8 y maximo:
129,8 meses).

Se consider6 recidiva de CPT la confirmacion
cito/histopatologica de la lesion en casos de exéresis,
ya fuera en lecho tiroideo, o de metastasis ganglionares o
a distancia, o su puesta en evidencia mediante métodos de
imagen (gammagrafia tiroidea, ecografia [ECO], tomografia
computarizada [TC], resonancia magnética [RM], tomogra-
fia por emision de positrones/TC [PET/TC]) asociados a un
aumento de tiroglobulina (Tg) y/o un rastreo corporal total
(RCT) positivo a partir del segundo RCT con 1'3',

Para el analisis del estado al final del seguimiento, solo
se incluyo a los pacientes con un minimo de 27 meses de
seguimiento (74 casos). Se consideraron libres de enferme-
dad los pacientes cuyas concentraciones séricas de Tg (como
marcador de mayor sensibilidad) se mantuvieran negativas
(menores de 1 ng/ml) en ausencia de interferencia de anti-
cuerpos anti-Tg durante los Gltimos 24 meses, y los dos RCT
consecutivos durante ese periodo fueran también negativos.
Para considerarlos libres de enfermedad cuando la presen-
cia de anticuerpos anti-Tg podia interferir con Tg negativas,
se practicaron pruebas adicionales de imagen (gammagrafia
tiroidea, ECO, PET/TC, TC, RM).

El desarrollo de este estudio conté con la aproba-
cion del Comité Etico y de Investigacion del Hospital
Universitario Virgen de las Nieves, asi como con el
consentimiento informado por parte de los pacientes
incluidos.

Muestras

Para el analisis genético, se usaron muestras de tejido proce-
dente de la tiroidectomia incluido en parafina. Se realizaron
5 cortes de 7 um de la zona mas representativa del diagnos-
tico histopatologico, seleccionados por un patologo experto
en enfermedad tiroidea. En el caso de tumores con tamano
< 1cm, la extraccion de tejido del bloque de parafina se
realizé usando una aguja de 0,6 mm con el Manual Tissue

Arrayer | (Beecher Instruments Inc, Sun Prairie, WI [Estados
Unidos]).

Extraccion de ADN

La extraccion del acido desoxirribonucleico (ADN) se llevo
a cabo con el QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen GmBH, Hilden
[Alemania]), de acuerdo con las recomendaciones del fabri-
cante.

Amplificacion por PCR del exén 15 del gen braf

Para cada amplificacion por PCR, se us6 aproximadamente
100 ng de ADN celular total. La PCR se realiz6 usando los pri-
mers especificos para el exon 15 de braf descritos por Davies
et al’ (forward primer: 5’ -TCATAATGCTTGCTCTGATAGGA;
reverse primer: 5’- GGCCAAAAATTTAATCAGTGGA), y el pro-
tocolo de amplificacién descrito por Cohen et al'3.

Anélisis de la mutacién de BRAFT1799A

El estado de la mutacidn BRAFT'7%A se estableci6 en primer
lugar mediante analisis del polimorfismo en la longitud de
los fragmentos de restriccion con la enzima de restriccion
TspRI, segun el protocolo descrito previamente por Cohen et
al™. En las muestras que resultaron positivas, se confirmé
la presencia de la mutacion mediante secuenciacion bidi-
reccional usando el mismo set de primers con los reactivos
Big Dye terminator v1.1 (Applied Biosystems, Foster City,
CA [Estados Unidos]); el programa de amplificacion fue el
siguiente: 94°C durante 3 min x 1 ciclo; 96°C durante 10
seg, 58°C durante 5 seg y 60°C durante 4 min x 25 ciclos.
La lectura de la secuencia se realizd en un secuenciador ABI
PRISM 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster
City, CA [Estados Unidos]).

Analisis estadistico

En el andlisis bivariante, para las variables cualitativas se
empled el test de la x> de Pearson con correccién de con-
tinuidad para tablas 2 x 2, o el test de Fisher en los casos
en que fue necesario. En el caso de variables continuas, se
aplico el test de la t de Student o el test no paramétrico U
de Mann-Whitney, segin la normalidad o no de la variable.

Para el analisis multivariante, se ajusté un modelo de
regresion logistica mediante el método de seleccion de
variables por pasos hacia atras (backward stepwise selec-
tion).

Se consideraron significativos valores de p < 0,05.

El analisis de los datos se realizd6 mediante el programa
estadistico SPSS 15.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL
[Estados Unidos]).

Resultados

Prevalencia de la mutacion BRAFT1799A en CPT

Cuarenta y cinco de los 97 pacientes diagnosticados de CPT
(46,4%) resultaron positivos para la mutacion BRAFT'79°A, En
la tabla 1 se muestra la distribuciéon de la presencia de la
mutacion BRAFT'7%%A en los distintos subtipos de CPT. Todos
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Tabla 1 Prevalencia de la mutacion BRAFT'7A en los subtipos de carcinoma papilar de tiroides (CPT)
BRAFT1799A

Subtipo histologico N - + Porcentaje por histologia
CPT clasico 44 20 24 54,5

microCPT 32 22 10 31,3

CPT-variante folicular 14 6 8 57,1

CPT-células altas 2 0 2 100

CPT-células claras 1 0 1 100

CPT-solido trabecular 1 1 0 0

CPT-esclerosante difuso 1 1 0 0

CPT-variante folicular difusa 2 2 0 0

Total 97 52 45 46,4

los tumores de la variante histologica de células altas y célu-
las claras mostraban la mutacion BRAFT'7%°A, Las variantes
clasica (24/44; 54,5%) y folicular (8/14; 57,1%) resultaron
positivas en algo mas de la mitad de los pacientes. La posi-
tividad en los microcarcinomas papilares fue del 31,3%.

Edad y sexo

Aunque la edad y el sexo como variables continuas no se
asociaron con la presencia de la mutacién BRAFT79%A  |a fre-
cuencia de la mutacion BRAFT'7%°* era mayor en pacientes
de edad avanzada, encontrandose una asociacion estadis-
tica entre los pacientes con mas de 60 anos y la presencia
de la mutacion BRAFT'7%%A (tabla 2).

Tamafio tumoral

La mediana del tamafno tumoral de los pacientes negativos
y positivos para BRAFT'7** fue de 1,0 y 1,7cm, respecti-
vamente (tabla 2). El analisis de la distribucion del estado
de la mutaciéon BRAFT'7%* en funcién del tamafio tumoral
en estos pacientes reveld asociaciones significativas de la
mutacion BRAFT'79A con un mayor tamafio tumoral (tabla
2) (p=0,007). En particular, la presencia de la mutacion
BRAFT'7%%A se encontré con mayor frecuencia en CPT de
tamano igual o superior a 1cm (p=0,016; tabla 2), con un
riesgo relativo de 1,5 (intervalo de confianza [IC] del 95%,
1,1-2,0).

Estadio

La mayor parte de los pacientes (65/97; 67,0%) presentaron
un estadio | seglin la American Joint Committee on Can-
cer, de los cuales el 40,0% (26/65) resultaron positivos para
la presencia de la mutacion BRAFT'7°A en su tumor prima-
rio. Aunque a partir del estadio | se observo que el niUmero
de pacientes positivos para la mutacién BRAFT'7%%A siem-
pre era mayor que el nimero de pacientes negativos en el
correspondiente estrato, no se encontr6 una asociacion sig-
nificativa entre la presencia de la mutacion BRAFT'7%% en el
tejido tumoral del CPT y un estadio superior a | (p=0,086;
tabla 2).

El analisis multivariante mediante regresion logistica
mostré como Unicas variables clinicas asociadas estadisti-
camente con la presencia de la mutacién BRAFT'7*°* la edad
superior a 60 anos (odds ratio [OR] = 5,5; IC del 95%, 1,4-
21,9; p=0,019) y tamano de 1 cm o superior (OR=3,6; IC del
95%, 1,2-10,3; p=0,016).

Subtipos histologicos

La mutacion BRAFT'7%%A no se encontré asociada a ning(n sub-
tipo histologico, y la estratificacion por variante histoldgica
en el analisis de las caracteristicas clinicopatologicas mas
importantes (metastasis linfaticas y a distancia, extension
peritiroidea, multifocalidad, tamafo) no gener6 ninguna
diferencia significativa en cuanto a la distribucion de la pre-
sencia de la mutacion BRAFT'79%,

Metastasis

La aparicion de metastasis regionales o a distancia en los
pacientes BRAFT'79°A positivos (el 40,0y el 2,2%, respectiva-
mente; tabla 2) tuvo lugar con una frecuencia similar a la
de los pacientes negativos para BRAFT'7%4,

Otras caracteristicas histopatolagicas

Para el resto de las variables histopatoldgicas (multifo-
calidad, invasion extratiroidea, invasion capsular, invasion
vascular, actividad mitotica, necrosis tumoral), no se encon-
traron diferencias estadisticamente significativas de su
distribucion en pacientes BRAFT'79%* positivos y negativos
(tabla 2).

Asociacion de la presencia de la mutacion
BRAFT1799A con la recidiva y persistencia tumoral

La mediana del tiempo de seguimiento fue de 64,1 (28,9-
91,1) meses. De los 97 pacientes, 22 (22,7%) presentaron
recidiva de CPT. Estos 22 pacientes presentaban una edad
media de 48,34+ 17,3 afios, y la relacion varon:mujer fue
de 4:18. El tamano de sus lesiones iniciales habia osci-
lado entre 0,3 y 8,0cm (mediana: 2,3 [0,9-4,0] cm), con
un 70,6% de pacientes con tamano tumoral superior a 1cm
de diametro. De ellos, el 45,5% (10/15) presenté6 mul-
tifocalidad de la lesion inicial, y en el 31,8% (7/22) el
CPT habia invadido tejido peritiroideo. El 63,6% de los
pacientes con recidiva (14/22) habia presentado metas-
tasis ganglionares en el momento del diagnédstico, y el
4,5% de ellos (1/22) también presentaba metastasis a
distancia.

La mutacion BRAFT'7%%* se encontré presente en el
tumor primario del 40,9% (9/22) de los pacientes que
posteriormente recidivaban. El 81,8% (18/22) de los pacien-
tes con recidiva necesitd6 mas de una dosis de I, y
en el 31,8% (7/22) fue necesaria una segunda interven-
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Tabla2 Asociacion entre las caracteristicas clinicopatologicas y el estado de la mutacion BRAFT79%A en pacientes con carcinoma

papilar de tiroides

N (-/+) BRAFT1799%A _ BRAFT!799A RR IC del 95% valor p
Edad, anos 97 (52/45) 44,4+ 14,8 47,2 +16,7 — — 0,395
Edad superior a 60 anos 97 (52/45) 6 (11,5%) 13 (28,9%) 2,5 (1,0-6,0) 0,041
Sexo masculino 97 (52/45) 5 (9,6%) 8 (17,8%) 0,9 (0,8-1,1) 0,371
Tamano tumoral, cm 84 (42/42) 1,0 [0,6-1,9] 1,7 [1,2-2,5] — — 0,007
Tamano tumoral > 1 cm 84 (42/42) 24 (57,1%) 35 (83,3%) 1,5 (1,1-2,0) 0,016
Multifocalidad 72 (40/32) 8 (20,0%) 13 (40,6%) 2,0 (1,0-4,3) 0,071
Invasion extratiroidea 97 (52/45) 6 (11,5%) 6 (13,3%) 1,2 (0,4-3,3) 1,000
Metastasis ganglionares 97 (52/45) 15 (28,8%) 18 (40,0%) 1,3 (0,8-2,0) 0,287
Metastasis a distancia 97 (52/45) 2 (3,8%) 1(2,2%) 0,6 (0,1-6,2) 1,000
Estadio tumoral (AJCC) 97 (52/45)
| 39 (75,0%) 26 (57,8%)
Il 6 (11,5%) 11 (24,4%)
Il 6 (11,5%) 7 (15,6%)
IV 1(1,9%) 1(2,2%)
Estadio tumoral II-llI-IV 97 (52/45) 13 (25,0%) 19 (42,2%) 1,7 (0,9-3,0) 0,086
Invasion capsular 50 (24/26) 12 (50,0%) 11 (42,3%) 0,8 (0,5-1,5) 0,777
Invasion vascular 46 (22/26) 7 (31,8%) 6 (25,0%) 0,8 (0,3-2,0) 0,746
Necrosis tumoral 52 (24/28) 3 (12,5%) 5 (17,9%) 1,4 (0,4-5,4) 0,711
Actividad mitotica 49 (25/24)
Ausente 1 (4,0%) 1 (4,2%)
Leve 20 (80,0%) 22 (91,6%)
Moderada 3 (12,0%) 1 (4,2%)
Alta 1 (4,0%) 0 (0,0%)
Moderada/alta 49 (25/24) 4 (16%) 1 (4,2%) 0,3 (0,0-2,2) 0,349

AJCC: American Joint Committee on Cancer; IC: intervalo de confianza; RR: riesgo relativo.
Variables cuantitativas cuya distribucion es normal: media + desviacion estandar.
Variables cuantitativas cuya distribucion no es normal: mediana [percentil 25-percentil 75].

Variables categoricas: nimero (porcentaje de BRAF+/-).

cion quirtrgica. Al final del seguimiento, el 50% (11/22)
de estos pacientes mostraban persistencia de enfermedad
tiroidea.

La duracion del seguimiento fue similar en pacientes con
CPT positivos para la presencia de la mutacion BRAFT'79%
(mediana: 59,8 [27,3-93,8] meses) y negativos (mediana:
68,2 [29,5-94,5] meses) (tabla 3).

La aparicion de recidiva tumoral no se encontro aso-
ciada con la presencia de la mutacién BRAFT'79% en el tumor
primario. Aunque la frecuencia de recidiva en pacientes
BRAFT'7%%A negativos (13/52; 25,0%) fue mayor que en los
positivos (9/45; 20,0%), esta diferencia no fue estadistica-
mente significativa (tabla 3). La estratificacion por variable
histoldgica no generd ninguna diferencia significativa en
cuanto a la distribucion de la presencia de la mutacion
BRAFT'79% en pacientes con/sin recidiva.

La presencia de la mutacién BRAFT'79°A en el tumor pri-
mario de estos pacientes tampoco se encontré asociada
a la necesidad de nuevos tratamientos ablativos con '3
o de otras intervenciones quirirgicas debidas a la apari-
cion de metastasis (tabla 3). La relacion entre la mutacion
BRAFT'79% y (a persistencia de enfermedad tiroidea al final
del estudio se analizo en 76 pacientes con mas de 27 meses
de seguimiento, 11 de los cuales presentaban enfermedad
tiroidea. La mutacién BRAFT'7%%* se encontré presente en
el tumor primario en el 54,5% de los pacientes enfermos

(6/11) (tabla 3). Sin embargo, no se encontr6 una asocia-
cion estadisticamente significativa entre la presencia de la
mutacidén BRAFT'7%%* y |a persistencia de enfermedad al final
del seguimiento.

Asociacion de la presencia de la mutacion
BRAFT1799A con las variables relativas al
tratamiento con 131 en CPT

Trece pacientes no recibieron tratamiento ablativo de restos
quirargicos con I'3', de los que el 46% (6/13) habia presen-
tado la mutacion BRAFT'7%°A en el tumor primario (tabla 4).
Nueve de los pacientes presentaban microcarcinoma papi-
lar de tiroides; uno, un carcinoma renal metastasico; otro,
osteosarcoma; otro, metastasis cerebral, y otro de 17 afnos
de edad habia tenido una tumoracion de 1,2cm.

La dosis terapéutica con 13" en el rastreo anual (poste-
rior a la ablacion inicial) fue necesaria para 18 pacientes,
7 de los cuales presentaron la mutacién BRAFT'7%%* en el
tumor primario (38,9%), mientras que 11 pacientes resul-
taron negativos (61,1%). Asi, el porcentaje de pacientes
positivos para la mutacién BRAFT'7°A que necesité mas de
una dosis de tratamiento con 13" fue inferior al de negati-
vos (el 15,6 frente al 21,2%), diferencia que no resulté ser
estadisticamente significativa (tabla 4).
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Tabla 3 Asociacion entre las variables relacionadas con recidiva de carcinoma papilar de tiroides y persistencia de la mutacion

BRAFT1799A
N (—/+) BRAFT17994 _ BRAFT1799A + RR IC del 95% p
Recidiva tumoral 97 (52/45) 13 (25,0%) 9 (20,0%) 0,8 (0,4-1,7) 0,631
Mas de un tratamiento 97 (52/45) 11 (21,2%) 7 (15,6%) 0,7 0,3-1,7) 0,603
de |131
Necesidad de una 97 (52/45) 2 (3,8%) 5 (11,1%) 2,9 (0,6-14,2) 0,244
segunda intervencion
quirdrgica
Enfermo al final 76 (42/34) 5 (11,9%) 6 (17,6%) 1,5 (0,5-4,4) 0,527
seguimiento
Tiempo seguimiento, 97 (52/45) 68,2 [29,5-94,5] 59,8 [27,3-93,8] = = 0,385
meses

IC: intervalo de confianza; RR: riesgo relativo.

Variables cuantitativas cuya distribucion no es normal: mediana (percentil 25-percentil 75).

Variables categoricas: niUmero (porcentaje de BRAF+/-).

Tampoco se encontraron diferencias significativas en
las dosis iniciales o totales de 3! recibidas por los
pacientes incluidos en el estudio, en funcion de la pre-
sencia de la mutacién BRAFT'7%A en el tumor primario
(tabla 4).

En los 22 pacientes del grupo de seguimiento que habian
presentado recidiva se analizé el resultado del Gltimo RCT,
en funcién del estado de la mutacién BRAFT'7%% en el tumor
primario. EL RCT resultoé positivo en 3 casos, uno de los cuales
recibié una dosis de 1'3'. Los 2 restantes fueron sometidos a
cirugia. La histopatologia tras la exéresis de la lesion reveld
una linfadenitis en uno de los casos y confirmd la metasta-
sis en el otro, el Unico cuyo tumor primario presentaba la
mutacion BRAFT'79°A (tabla 5).

De los 19 pacientes con RCT negativo, 8 presentaron
sospecha de recidiva por elevacion de los valores de Tg o
aparicion de lesiones en alguna de las pruebas de imagen

(ECO/TC). La PET y la histopatologia resultaron positivos
en 3 de estos 8 pacientes, los cuales presentaban ademas
la mutacion BRAFT'7%A en el tumor primario. En el cuarto
paciente con RCT negativo, concentraciones de Tg eleva-
das y presencia de lesiones en la PET, la histopatologia tras
la cirugia reveld linfadenitis, por lo que no se confirmo la
recidiva (tabla 5). La distribucidon de la mutacion BRAFT'7994
entre pacientes con RCT positivo y negativo o entre pacien-
tes con RCT negativo y PET positiva o negativa no resultd
diferente estadisticamente.

Asi, en este grupo de pacientes, 5 presentaron una reci-
diva confirmada en el momento del dltimo RCT. De los 4
pacientes positivos para BRAFT'79%A 3 (75%) presentaron un
RCT negativo en el momento de la recidiva, aunque sin sig-
nificacion estadistica (tabla 6).

En resumen, no se observaron asociaciones estadisti-
camente significativas entre la presencia de la mutacion

Tabla 4 Asociacion entre las variables relacionadas con el tratamiento con I'3! y el estado de la mutacion BRAFT'79%A en los 97

pacientes de carcinoma papilar de tiroides

BRAFr1799A

N (—/+) — (52) + (45) RR IC del 95% valor p
Numero de tratamientos con |3 97 (52/45)
0 7 (13,5%) 6 (13,3%)
1 34 (65,4%) 32 (71,1%)
2 9 (17,3%) 4 (8,9%)
3 2 (3,8%) 3 (6,7%)
Mas de un tratamiento de I3 97 (52/45) 11 (21,2%) 7 (15,6%) 0,7 (0,3-1,7) 0,603
Dosis inicial de 1'3' mayor a 100 mCi 84 (45/39) 8 (17,8%) 10 (25,6%) 1,4 (0,6-3,3) 0,432
Dosis total de 3"l (mCi) 84 (45/39) 0,554

Hasta 100 mCi

30 (66,7%)

25 (64,1%)

100-200 mCi 9 (20,0%) 10 (25,6%)
200-300 mCi 4 (8,9%) 4 (10,3%)
Mas de 300 mCi 2 (4,4%) 0 (0,0%)

IC: intervalo de confianza; RR: riesgo relativo.

Variables cuantitativas cuya distribucion no es normal: mediana (percentil 25-percentil 75).

Variables categoricas: nimero (porcentaje de BRAF+/-).
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Tabla 5 Estado de la mutacion BRAFT'79%A en los 22 pacientes con recidiva tumoral en funcion de los resultados del Gltimo
rastreo corporal total

RCT Tg/ECO/TC PET BRAFT!799A
N N N = +
Positivo 2 1
Negativo 19 Negativo 11 8 3
Positivo Negativo 4 2 2
Positivo 4 1 3
13 9

ECO: ecografia; PET: tomografia por emision de positrones; RCT: rastreo corporal total; TC: tomografia axial computarizada; Tg:

tiroglobulina > 1 ng/ml.

Tabla 6 Resultado del ultimo rastreo corporal total (RCT) y del estado de BRAFT'79°A en el momento de la recidiva

BR AFT1 799A
RCT + Total
— 0 3 3
+ 1 1 2
Total 1 4 5

BRAFT'79%A y |os parametros relacionados con el tratamiento
con I"3" analizados en este estudio.

Discusion

Aunque en general los pacientes con CPT presentan un buen
pronostico, aproximadamente el 10-15% de los casos no son
curados con el tratamiento inicial, que consiste en tiroidec-
tomia total y ablacién posquirlrgica de restos tiroideos con
I3, Muchos desarrollan recidiva y algunos incluso mueren
de esta enfermedad®.

Teniendo en cuenta que la incidencia de CPT se encuentra
en aumento, seria de gran ayuda complementar los siste-
mas actuales de estratificacion del riesgo con marcadores
moleculares, como se ha indicado respecto a la mutacion
BRAFT'7%%A " en particular para la toma de decisiones quirdr-
gicas y de manejo clinico’®.

Muchos autores han investigado la relacion de la muta-
cion BRAFT'7%°A con las caracteristicas clinicopatoldgicas
del CPT'. Aunque los resultados no son concluyentes, la
mayoria de los estudios de varios origenes étnicos y geogra-
ficos demuestran una asociacion significativa de la mutacion
BRAFT'7%A con una o mas caracteristicas clinicopatoldgi-
cas de riesgo alto del CPT*'%'2  entre las que destacan
la invasion extratiroidea, las metastasis ganglionares y los
estadios clinicopatolégicos 1I/1V por predecir de forma mas
fiable la progresion, la recidiva, la agresividad y, en Ultimo
lugar, la mayor morbilidad y la mortalidad del CPT°. Muchos
estudios han mostrado que la mutacion BRAFT79% se encuen-
tra mas frecuentemente asociada a estos 3 predictores de
riesgo® ">, encontrando una OR de 2,50 para invasién
extratiroidea, 1,83 para metastasis ganglionares y 2,14 para
estadios avanzados (lI1/1V)°.

En el presente estudio, no se ha encontrado asociacion de
la presencia de la mutacion BRAFT'7°4 en el tumor primario
de los pacientes con CPT con ninguno de estos 3 factores
prondsticos, aunque si se ha constatado una asociacion entre
BRAFT'7%A con mayor edad y tamafo tumoral, tal como han
descrito otros autores'®', considerandose factores de mal
prondstico en pacientes con CPT>.

Se ha indicado que las discrepancias en el valor pro-
nostico de BRAFT'7%A entre los diferentes estudios podrian
deberse a la inclusion de diferentes subtipos histoldgi-
cos de cancer de tiroides, en las cuales la mutacion
BRAFT'7%A se encontraria con mayor frecuencia en CPT
que muestran arquitectura papilar (CPT-clasico, CPT-células
altas, CPT-Warthin, microCPT), especialmente elevada en
la variante mas agresiva del CPT, la de células altas (55-
100%)'®'%, y seria relativamente baja (7-25%) en la variante
folicular®'116-18.20.21 " para comprobar que los resultados
obtenidos no estaban influidos por el subtipo histologico, en
este estudio el analisis de la relacion entre la presencia de la
mutacion BRAFT'7%A y las caracteristicas clinicopatoldgicas
mas importantes (metastasis linfaticas y a distancia, exten-
sion peritiroidea, multifocalidad, tamafo tumoral, recidiva,
persistencia) se planteo estratificando por variante histolo-
gica, lo que no generé diferencias significativas en cuanto
a la distribucién de la presencia de la mutacién BRAFT'79%4
en ninguna de las variables analizadas. Esto puede deberse
a que estos pacientes presentaron practicamente la misma
prevalencia de la mutacién BRAFT7%A en los subtipos cla-
sico y folicular (que en conjunto constituyen el 60% de los
pacientes del estudio).

También se ha indicado que la ausencia de asociacion
estadistica en algunos estudios puede deberse a la selec-
cion de una muestra demasiado pequeia, o heterogénea
en cuestiones de tratamiento, diagnostico o insuficiente
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tiempo de seguimiento de los pacientes. En nuestra serie
se han analizado 97 pacientes con CPT. Al recoger todos los
pacientes disponibles en el periodo de estudio, se represen-
tan fielmente las caracteristicas clinicas e histopatoldgicas
de los pacientes diagnosticados de CPT en nuestro hospi-
tal. La frecuencia de distribucion de hallazgos patoldgicos
(tamaio tumoral, metastasis nodulares, estadio, multifoca-
lidad, etc.) se encuentra en consonancia con otros estudios
publicados®?2. De hecho, la edad media en el momento
del diagnéstico, la relacién varén/mujer, el tamafo tumoral
medio, multifocalidad, prevalencia de metastasis gangliona-
res durante el seguimiento y la metastasis a distancia en el
momento del diagnodstico o durante el seguimiento, la reci-
diva y la estadificacion tumoral, se encuentran dentro de
los limites registrados en las mayores series de CPT>2223, E|
numero de muestras procesadas por tumor, el manejo clinico
uniforme de los pacientes (tratados por el mismo equipo) y
el prolongado seguimiento (mediana de seguimiento de 64
meses) son un argumento en contra de desviacion asimétrica
de la recogida de datos clinicopatolégicos.

No encontramos asociacion entre la mutacion BRAFT'79%4
y la aparicion de metastasis ganglionares en el momento
del diagnéstico, descrita por muchos autores'®' incluido
un metaanalisis'®. Esta falta de uniformidad probablemente
refleja el hecho de que la diseccion de cuello puede ser
variable en los diferentes pacientes y estudios.

Ya que las metastasis a distancia del CPT son infrecuen-
tes, particularmente en pacientes adultos, pocos estudios
han presentado suficiente nimero de casos para poder
encontrar una asociacion significativa'®'¢. En nuestro caso,
con solamente 3 pacientes con metastasis a distancia en el
momento del diagnostico, y solo uno positivo para la muta-
cion BRAFT79%A | esta relacion tampoco aparece (tabla 2).

En el presente estudio no se encontrd asociacion de la
presencia de la mutacién BRAFT'7%A con caracteristicas his-
toldgicas (invasion extratiroidea, multifocalidad, invasion
capsular, invasion vascular, necrosis tumoral o actividad
mitotica). Otros investigadores han encontrado asociacion
entre la invasidn extratiroidea y la mutacion BRAFT'79%
10,11,15,17,19,20.24 * aunque el andlisis multivariante estrati-
ficado por subtipo histologico hizo perder la asociacion
para algunos'®?4, Otros autores no encuentran ninguna
asociacion'®16:2526 | 3 asociacién de la mutacién BRAFT'79%4
con multifocalidad del tumor e invasion vascular se ha des-
crito en pocos estudios'” 825,

No pudimos obtener informacion acerca de multifo-
calidad, invasion vascular y capsular, necrosis tumoral y
actividad mitética en todos nuestros pacientes, ya que estos
datos no se encontraban disponibles. Debido a este hecho,
no se puede descartar la posibilidad de haber perdido sig-
nificacion estadistica en las asociaciones de la mutacion
BRAFT'79% con esos parametros.

Aunque la mayoria de los estudios discutidos ante-
riormente apoyan la existencia de una asociacion entre
la mutacidn BRAFT79% y los factores clinicopatoldgicos
clasicos de riesgo alto, algunos estudios no han conse-
guido obtener una asociacion significativa'®. De nuevo,
no hay una explicacion definitiva para esta inconsisten-
cia de resultados, aunque algunos de los factores que
pueden haber contribuido son el relativamente pequeho
nimero de casos en algunos estudios «negativos» (en algu-
nos de los cuales se observa una tendencia de la asociacion

sin alcanzar relevancia estadistica), asi como variaciones
en la extension de la enfermedad en el momento del
diagnostico inicial (por ejemplo, un CPT en un estadio
temprano con pequeno tamano tumoral tiene menos pro-
babilidad de estar asociado a caracteristicas patologicas
agresivas), en el nivel de detalle de la descripcion pato-
logica y en los criterios diagnosticos, particularmente para
definir los diversos subtipos de CPT, usados por diferentes
patdlogos®.

El valor predictivo de la mutacién BRAFT7°A para recidiva
de CPT se ha investigado en pacientes de diversos orige-
nes étnicos y geograficos de todo el mundo'®, y muestra
una clara asociacion en algunos de ellos'®1921.2426 ' con una
OR para persistencia y recidiva de CPT que oscila entre
1,91 y 5,40%. Para poder observar la recidiva de tumo-
res con velocidad de crecimiento lenta, es fundamental
el tiempo de seguimiento. En este estudio, los 97 pacien-
tes contaban con un minimo de 15 meses de seguimiento,
y la mediana de seguimiento (64,1 meses) es relativa-
mente larga, encontrandose entre los cuatro estudios con un
periodo de seguimiento mas largo de la bibliografia'¢-2%-26.28,
La aparicion de recidiva tumoral en nuestros pacientes no
se encontro estadisticamente asociada con la presencia de
la mutacion BRAFT'79°4 en el tumor primario. De hecho, se
produjo una tendencia a presentar menos recidiva en los
pacientes BRAFT'7%%A positivos (9/45; 20,0%) que en los nega-
tivos (13/52; 25,0%) (tabla 3). La estratificacion por subtipo
histolégico no generd ninguna diferencia significativa en
cuanto a la distribucion de la presencia de la mutacion
BRAFT'79%A en pacientes con o sin recidiva.

La presencia de la mutacién BRAFT'7%°* en el tumor pri-
mario de estos pacientes tampoco se encontrd asociada a
la necesidad de nuevos tratamientos ablativos con 13" o de
otras intervenciones quirlrgicas debidas a la aparicion de
metastasis (tabla 3).

En resumen, atendiendo a los hallazgos obtenidos
en nuestra investigacion, la presencia de la mutacion
BRAFT'7%%A no constituye un factor predictivo de recidiva de
CPT.

En cuanto al valor prondstico de la mutacién BRAFT'79%4
para persistencia de la enfermedad, hay pocos estudios con
un tiempo de seguimiento relativamente largo que hayan
analizado la activacion del oncogén braf y el desenlace de
los pacientes de CPT: 6 afos'®?8, 7,3 anos?®, 11,7 afios?' y
15 afos?, con resultados discrepantes, encontrando aso-
ciacion en 3 de ellos'®?>2, En la serie de Elisei et al®,
con un seguimiento medio de 15 afos, el mas largo hasta
el momento, la mutacion BRAFT'79* actla como un fac-
tor independiente de mal pronodstico para persistencia de
CPT y menor supervivencia. En el presente estudio, con una
mediana de seguimiento de 5,3 afos, no se ha observado
una relacidn entre la mutacion BRAFT794 y el desenlace del
paciente. Ninguno de los pacientes fallecio a causa del CPT.
El 14,5% de los 76 pacientes que seguimos mas de 27 meses
(11/76) mostraba enfermedad tiroidea al final del periodo
de estudio (tabla 3). Aunque este porcentaje es equipa-
rable al descrito en el estudio de Elisei et al?®>, donde la
persistencia de enfermedad es mucho mayor en pacientes
braf positivos (braf positivo del 21,1% frente a braf nega-
tivo del 7,8%)?°, en nuestros pacientes la distribucién de la
mutaciéon BRAFT'7%°A en el grupo de enfermos se encuentra
mas equilibrada (braf positivo del 17,6% frente a braf nega-
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tivo del 11,9%). En nuestro studio, se consideraron libres de
enfermedad los pacientes sometidos a tiroidectomia total
o casi total y ablacion tiroidea de los restos remanentes,
cuando no mostraban evidencia clinica ni iconografica del
tumor (detectable principalmente en ecografia del cuello o
RCT corporal total durante el seguimiento), y los niveles de
Tg eran indetectables en supresion y estimulacion de TSH
sin niveles de anticuerpos anti-Tg que interfirieran en su
valoracion. Asi, 8 de los pacientes considerados en remision
presentaban concentraciones positivas de anticuerpos anti-
Tg asociados a ecografias negativas, por lo que finalmente se
consideraron libres de enfermedad. Como limitacion de este
estudio, la definicion de ausencia de enfermedad se encuen-
tra ligada a la propia sensibilidad de las técnicas bioquimicas
y de imagen establecidas para el manejo del paciente con
cancer diferenciado de tiroides. Otra limitacion del estu-
dio, inherente a su propio diseno, donde los pacientes se
han incluido secuencialmente en la cohorte, es que no se
detectara persistencia o recidiva en los pacientes de menor
tiempo de seguimiento, porque ésta puede aparecer después
del periodo de estudio.

La terapia ablativa de tejido remanente con 13! se
recomienda en pacientes con metastasis a distancia, exten-
sion extratiroidea, o tamafo mayor de 4cm, asi como en
pacientes seleccionados con tumores de menor tamano
que presenten caracteristicas de mayor riesgo®. Su uso
esta establecido por facilitar la deteccion temprana de
recurrencia, facilitar la estadificacion inicial, al identificar
enfermedad previamente no diagnosticada, y por poder ser
considerada una terapia adyuvante tras la cirugia en pacien-
tes con riesgo de recurrencia o mortalidad. Sin embargo,
el cancer de tiroides puede perder la avidez por 1'*', una
causa principal del fracaso del tratamiento con 1" y de
la morbilidad y mortalidad asociadas®®. La asociacién entre
la presencia de la mutacion BRAFT'7%°A en el tumor prima-
rio y la pérdida de avidez por 13" en el tumor recurrente
se ha descrito en varios estudios®'!, en los que se refieren
tratamientos mas agresivos para la recidiva de CPT, mayor
persistencia de enfermedad y fracaso del tratamiento para
la recidiva tumoral en los pacientes con tumores primarios
positivos para la mutacién BRAFT'7994,

En el presente estudio, no se encontrd asociacion entre
el estado de BRAFT'7%°* y (a recidiva tumoral, ni tampoco con
la necesidad de nuevos tratamientos ablativos con 13" o de
dosis mayores de 13!, El porcentaje de pacientes positivos
para la mutacion BRAFT'7%%A que necesité mas de una dosis
de tratamiento con I'3! fue inferior a la de los negativos (el
15,6 frente al 21,2%; tabla 4), aunque esta diferencia no
resultd estadisticamente significativa. Tampoco se encon-
traron diferencias en las dosis iniciales o totales de 1"
recibidas por los pacientes incluidos en el estudio, en fun-
cion de la presencia de la mutacion BRAFT'7%°A en el tumor
primario.

Aligual que en la serie de Riesco-Eizaguirre et al'!, en la
que el 66,7% (6/9) de los pacientes positivos para BRAFT'79%4
presentaba rastreos negativos en el momento de la recidiva,
el 75% de nuestros pacientes BRAFT'79°A positivos (3/4; tabla
6) presentaba un rastreo corporal total negativo, aunque
esta tendencia no alcanzo significacion estadistica, presu-
miblemente debido al pequefo nimero de casos.

Ya que en este estudio se ha analizado la presencia de
la mutacién BRAFT'7%°A solamente en el tumor primario, no

podemos conocer si los pacientes con rastreos positivos o
negativos correspondian a metastasis positivas o negativas
para el estado de la mutacion BRAFT'79%A, Habria sido inte-
resante estudiar el estado de la mutacion BRAFT'7%A en el
tejido de las metastasis que no captaron I'3' en el rastreo
corporal total, de haberse procedido a su exéresis.

Conclusiones generales

Los datos del presente estudio confirman la asociacion entre
la mutacion BRAFT'7% y algunos de los parametros clinico-
patologicos hallados por otros autores, en lo que se refiere
al tamano tumoral, en especial a partir de 1cm, y a una
edad superior a 60 afos'%:1",16,18,19,26,28

Sin embargo, de nuestros resultados no puede inferirse
que la mutacién BRAFT'7°A confiera un comportamiento o
fenotipo mas agresivo, reflejado en caracteristicas histo-
patologicas de mayor riesgo, como multifocalidad, invasion
capsular/vascular, extension extratiroidea, etc., asi como
presencia de metastasis regionales o a distancia en el
momento del diagnostico del CPT, ni un mayor riesgo de reci-
diva tumoral o persistencia de enfermedad en los pacientes
de CPT. Por tanto, a pesar de la corriente de opinion a favor
de la asociacidn de la mutacion BRAFT'7%°A con un peor pro-
nostico de CPT, todavia hay discrepancias en los diferentes
estudios que obligan a que la toma de decisiones basada
en el estado mutacional de BRAFT"7%°* deba ser considerada
cuidadosamente.
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