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PALABRAS CLAVE Resumen

Nodulos tiroideos; Antecedentes: El estudio de mutaciones presentes en nodulos tiroideos permite mejorar el
Marcadores diagnéstico preoperatorio y reducir la realizacion de cirugias innecesarias de nédulos benignos.
moleculares; En este estudio analizamos el impacto de la implementacion de un panel de 7 genes que permite
Mutaciones; detectar mutaciones en los genes BRAF, RAS (H/N/K) y las fusiones PAX8/PPARG, RET/PTC1 y
Carcinoma tiroideo RET/PTC2, en una poblacion del norte de Argentina.

Método: Se analizaron prospectivamente 112 punciones aspirativas con aguja fina diagnosti-
cadas citoldgicamente como indeterminadas segln la clasificacion del sistema Bethesda. Estas
incluyen las categorias Bethesda Il o atipia/lesion folicular de significado incierto y Bethesda IV
o neoplasia folicular/sospechoso de neoplasia folicular. Se analiz6 el panel de mutaciones de 7
genes, luego esa informacion se vinculo con la histologia disponible y el seguimiento ecografico.
Resultados: Las mutaciones BRAF V600E y RET/PTC1 estuvieron asociadas en un 100% a carci-
nomas (n = 8), en cambio las mutaciones en RAS y PAX8/PPARG estuvieron asociados en un 37,5%
(n=3)y 17% (n=1) a carcinomas, respectivamente. El diagnostico histoldgico y el seguimiento
ecografico de pacientes permitié determinar una sensibilidad del 86%, una especificidad del
77%, un valor predictivo positivo (VPP) del 54% y un valor predictivo negativo (VPN) del 94%. En
este estudio, se logré disminuir las cirugias en un 48% en los pacientes analizados.
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Conclusion: La implementacion del test del panel de mutaciones permitio seleccionar la estra-
tegia quirtrgica adecuada para cada paciente, reducir las cirugias en dos pasos, y establecer
un seguimiento activo en pacientes de bajo riesgo.

© 2021 SEEN y SED. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los derechos reservados.

Testing of mutations on thyroid nodules with indeterminate cytology: A prospective
study of 112 patients in Argentina

Abstract

Background: The study of genetic mutations in thyroid nodules makes it possible to improve the
preoperative diagnosis of and reduce unnecessary surgeries on benign nodules. In this study,
we analysed the impact of implementing a 7-gene mutation panel that enables mutations to be
detected in BRAF and RAS (H/N/K) and the gene fusions PAX8/PPARG, RET/PTC1 and RET/PTC2,
in a population in northern Argentina.

Method: We performed a prospective analysis of 112 fine needle aspirations diagnosed as having
indeterminate cytology according to the Bethesda classification system. These include the
Bethesda Il or atypia of unknown significance/follicular lesion of unknown significance and
Bethesda IV or follicular neoplasm/suspicious for follicular neoplasm categories. The mutations
of the 7-gene panel were analysed and this information was linked to the available histology
and ultrasound monitoring.

Results: The BRAF V600E and RET/PTC1 mutations were associated with carcinoma in 100% of
cases (n = 8), whereas only 37.5% (n = 3) of the nodules with RAS and 17% (n = 1) with PAX8/PPARG
mutations were associated with carcinoma. From the histological diagnosis and ultrasound moni-
toring of patients, we can estimate that this panel has a sensitivity of 86% in detecting malignant
carcinoma, a specificity of 77%, a positive predictive value (PPV) of 54% and a negative predic-
tive value (NPV) of 94%. In this study, it was possible to reduce the number of surgeries by 48%
in the patients analysed.

Conclusion: The implementation of the mutation panel allowed the appropriate surgical stra-
tegy to be selected for each patient, the number of two-step surgeries to be reduced, and
active follow-up to be established in low-risk patients.

© 2021 SEEN y SED. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.

Introduccion

El cancer diferenciado de tiroides es la neoplasia endo-
crina mas frecuente. La incidencia del cancer de tiroides
se ha incrementado en todo el mundo durante estas Ulti-
mas tres décadas. Esto puede deberse, en parte, a una
mayor deteccion de nodulos tiroideos pequefnos o subcli-
nicos mediante ecografia u otras técnicas de imagenes"?
y a un verdadero aumento en la incidencia del cancer de
tiroides®*. Sin embargo, similar a lo que ocurre en otros pai-
ses, estudios realizados en la Ciudad Autonoma de Buenos
Aires y Gran Buenos Aires indican que en el periodo 2012-
2016 la incidencia de cancer de tiroides sufrio un incremento
del 62,5%, llegando a 11,83 nuevos casos/100.000 hab/afno®
en relacion con el periodo 2003-2011, donde fue de 6,51
casos/100.000 hab/ano segin la tasa estandarizada por
edades®.

La puncion aspirativa con aguja fina (PAAF) seguida de
analisis citolégico constituye una de las herramientas cla-
ves para el diagnéstico inicial de nddulos de tiroides’ 2. Esta
metodologia es de gran utilidad para el manejo quirirgico
del paciente’ ya que puede definir con gran precision si
un nddulo es benigno o maligno®. Sin embargo, existe un

20-30% de punciones que resultan indeterminadas, o en zona
de grises, segln la clasificacion del sistema Bethesda®'%-"2 | y
corresponden a las siguientes categorias: Bethesda lll, lesion
de significado incierto/lesion folicular de significado incierto
(AUS/FLUS), y Bethesda IV, neoplasia folicular/sospechoso
de neoplasia folicular (FN/SFN)®'3'4 La tasa de malignidad
observada en estas categorias varia en los distintos cen-
tros e instituciones en un rango que va del 6 al 48% para
Bethesda Ill y del 14 al 34% para Bethesda IV'°. La frecuen-
cia de malignidad en estos grupos genera una incertidumbre
diagnostica que conduce a repeticiones de PAAF o cirugias
innecesarias'®'>. Ademas, se sabe que el 10-40% de estas
cirugias resultan ser nédulos benignos®°.

Durante la Ultima década, se han desarrollado numerosas
pruebas moleculares en nddulos tiroideos que han permitido
mejorar la precision diagndstica de la citologia, implemen-
tando la biusqueda de mutaciones somaticas que ayudarian
a discriminar con mayor sensibilidad y especificidad los can-
ceres de tiroides'* "6,

El carcinoma papilar de tiroides presenta con frecuen-
cia mutaciones en los genes BRAF, RAS o fusiones génicas
RET/PTC. Estas mutaciones somaticas mutuamente exclu-
yentes se encuentran en mas del 70% de los carcinomas
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papilares y en general se asocian a un comportamiento
tumoral mas agresivo'”'8, El carcinoma folicular de tiroi-
des también puede presentar mutaciones en RAS y la fusion
génica PAX8/PPARG, que se encuentran en el 80% de estos
tumores'”.

Se ha descrito previamente la factibilidad de estudiar
las mutaciones somaticas mas frecuentes de los canceres
diferenciados de tiroides en PAAF tiroideas y proporcionar
informacion Gtil para el diagnostico”'*?°. Desde su revision
del 2009, la Asociacion Americana de Tiroides recomienda
y subraya la importancia de los estudios moleculares en
nodulos con citologia indeterminada (AUS/FLUS y FN/SFN)
para poder guiar al médico en el manejo del paciente?'. Sin
embargo, aln, no se ha llegado a un consenso sobre cual
seria la mejor estrategia para el estudio de mutaciones en
punciones de nédulos tiroideos??.

En el presente trabajo evaluamos la utilidad del panel
molecular que incluye el estudio de mutaciones puntuales en
los genes BRAF (exdn 15), NRAS, HRAS y KRAS (exones 2y 3),
y las fusiones génicas RET/PTC1, RET/PTC3 y PAX8/PPARG
a partir de PAAF de citologias indeterminadas, categorias
AUS/FLUS y FN/SFN. A su vez, analizamos los resultados de
este panel molecular en relacion con el diagnostico cito-
logico e histoldgico determinando su utilidad para definir
el tratamiento de pacientes del Hospital de Endocrinolo-
gia y Metabolismo Dr. Arturo Onativia de la ciudad de Salta,
Argentina.

Materiales y métodos
Muestras de pacientes

Se analizaron de forma prospectiva 112 muestras de PAAF
diagnosticadas como AUS/FLUS o FN/SFN correspondientes
a pacientes del Hospital Dr. Arturo Onativia de la ciudad
de Salta. Las muestras incluidas en este estudio corres-
ponden al periodo comprendido entre diciembre de 2014 y
diciembre de 2018. La PAAF fue el método estandar para la
recoleccién de muestras para el estudio molecular®'2. Las
PAAF se realizaron bajo guia ecografica con médicos espe-
cialistas en imagenes, en cirugia mininvasiva y anatomia
patologica. En caso de mdltiples nddulos en un paciente,
se seleccion6 el ndédulo con mayores criterios ultrasono-
graficos de malignidad para el estudio. El material de las
PAAF se extendio en portaobjetos con bordes esmerila-
dos e inmediatamente se fijaron en alcohol 95% para su
tincion de Papanicolaou y en seco para la tincion May-
Grunwald-Giemsa. Los extendidos fueron analizados por dos
especialistas en anatomia patoldgica. El criterio de inclusion
de un extendido para el posterior analisis de mutaciones
fue la presencia de al menos 6 grupos de 10 o mas célu-
las, segun sistema Bethesda®. Los pacientes incluidos en
este trabajo presentaban dos PAAF consecutivas diagnosti-
cadas como AUS o FLUS o una diagnosticada como FN/SFN.
Este trabajo fue aprobado por la comision de Docencia e
Investigacion del Hospital Dr. Arturo Onativia. Todos los
pacientes firmaron un consentimiento informado previo al
estudio.

Extraccion de acidos nucleicos

La extraccion de ARN total se realizé a partir del material
remanente obtenido de la PAAF, luego de la realizacion del
extendido citoldgico, aplicando el protocolo de Trizol (TRI-
Pure Isolation Reagent, Roche). Para la obtencion de ADN
genomico se utilizo el raspado de células de los extendidos
citologicos??, y se purificd con kit High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche) segiin indicaciones del fabricante.
La concentracion de ARN y ADN se determino con el equipo
Quibit 2.0 Fluorometer v3.11. Se confirmé en cada muestra
la presencia de células tiroideas, la integridad del ARN y la
eficacia de la reaccion de retrotranscripcion por amplifica-
cion mediante PCR convencional de la expresion de los genes
GUSB, PAX8 y TSH. La calidad del ADN extraido se evaluo por
la amplificacion mediante qPCR de los genes BRAF y RAS.

Estudio de fusiones génicas

Las fusiones génicas PAX8/PPARG, RET/PTC1y RET/PTC3 se
estudiaron mediante RT-PCR seguida de una Nested-PCR?%-24,
con primers de disefio propio que flanquean los puntos de
fusion. La retrotranscripcion del ARN total a ADN comple-
mentario (ADNc), se realizd con Random Hexameros mas
oligos dT y la enzima transcriptasa reversa RevertAid RT
(Thermo Scientific) segin el protocolo del fabricante. Para
la retrotranscripcion se utilizé 500 ng de ARN. La PCR con-
vencional y la Nested-PCR se realizaron con la enzima Hot
FIREPol DNA polimerasa (SolisBioDyne). Las reacciones de
PCR se llevaron a cabo en un termociclador Applied Biosys-
tems (Marca: Veriti, 96 Well Thermo Cycler). Los productos
de PCR se revelaron mediante electroforesis en gel de aga-
rosa al 2% (p/v) tefido con GelGreen (Biotium. Nucleic
Acid Gel Stain, 10.000 X en agua) en TAE 1X, a 150V,
durante 40 minutos a temperatura ambiente. Los fragmentos
se visualizaron bajo luz azul en un transiluminador Safe Ima-
ger 2.0 Invitrogen. El tamano de los fragmentos de ADN se
estimo por comparacion con un marcador de peso molecular
de 100bp (Genbiotech, 100 pb DNA Laeder).

Deteccion de mutaciones puntuales en los genes
BRAF y RAS

La deteccion de mutaciones puntuales en los exones 2 y
3 de H-, K- y N-RAS, mas el exon 15 de BRAF se estudia-
ron mediante High Resolution Melting (HRM) y secuenciacion
Sanger. Paralelamente se utilizé el Kit Thyroid Cancer Muta-
tion Analysis (Entrogen, Inc) para validar los resultados del
HRM.

Analisis por High Resolution Melting

Se realiz6 una PCR en tiempo real con primers especificos
de disefio propio (las secuencias de los oligonucleoti-
dos estan disponibles bajo peticion) para cada exon y
protocolos disefados segin las condiciones de cada ampli-
con, utilizando el Master Mix Hot FirePol Evagreen HRM
(Solis BioDyne). Se utilizéd un termociclador en tiempo real
LightCycler 96 (Roche). En cada ronda de amplificacion se
incluyeron, ademas de las muestras, controles normales,
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controles positivos previamente secuenciados por Sanger y
controles negativos (H20), todos por duplicado. Luego se
analizo6 con el software del Light Cycler 96 Roche.

Secuenciacion Sanger

Segun los resultados arrojados por el estudio de HRM, las
muestras que presentaron curvas diferentes a las norma-
les se enviaron a secuenciar a Macrogen, Inc. (Sell, Corea
del Sur). Cada amplicon se secuencié en ambos sentidos
y las secuencias obtenidas se analizaron con el programa
Sequencher™ (versiéon 4.1.4). Se usaron las plataformas
Ensembl Genoma Browser 96 (www.ensembl.org) y ClinVar
(www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) para el analisis de cambios
encontrados en las secuencias con el objetivo de identificar-
las.

Confirmacion por kit comercial

El kit de analisis de mutaciones de cancer de tiroides, Thy-
roid Cancer Mutation Analysis, amplifica especificamente
secuencias mutadas en muestras que contienen una mezcla
de ADN con y sin mutaciones. Utiliza sondas de hidrolisis con
doble marca para la deteccion de los productos de amplifica-
cién. EL kit permite el estudio de las siguientes mutaciones.
BRAF: V600E; KRAS: G12D, G12A, G12V, G12S, G12R, G12C,
G13D, Q61E, Q61K, Q61L, Q61R, Q61P, Q61H, Q61H; NRAS:
G12D, G12S, G12C, G13R, G13V, Q61K, Q61L, Q61R, Q61H,
A146T, y HRAS: G12V, G13R, Q61R. La presencia de muta-
ciones se detecta con una sonda marcada con FAM-BHQ,
mientras que la amplificacion del gen de control interno se
detecta con una sonda Cal-Fluor Orange 560-BHQ (equiva-
lente VIC/HEX).

Analisis estadistico

Para determinar la sensibilidad, especificidad, el valor pre-
dictivo positivo (VPP) y el valor predictivo negativo (VPN),
los calculos se realizaron de la siguiente manera:

e Sensibilidad = verdaderos positivos / (verdaderos positi-
vos + falsos negativos)

e Especificidad = verdaderos negativos / (verdaderos nega-
tivos + falsos positivos)

e VPP =verdaderos positivos / (verdaderos positivos + falsos
positivos)

e VPN=verdaderos negativos /
vos + falsos negativos)

(verdaderos negati-

La histologia se considerd el criterio de referencia para
definir malignidad. En el caso de los adenomas folicu-
lares, un resultado molecular negativo fue considerado
verdadero negativo, mientras que un resultado positivo fue
considerado falso positivo. Por otro lado, si el diagnds-
tico histologico fue de carcinoma, un resultado molecular
negativo fue considerado falso negativo. En el caso de los
pacientes que no fueron a cirugia, con nodulos negativos
para el panel molecular, fueron considerados verdaderos
negativos.

El riesgo de malignidad (ROM, por sus siglas en inglés risk
of malignancy) fue calculado en dos momentos diferentes.
En primer lugar, el denominado ROM pretest se calcul6 en
el periodo 2012-2014, previamente a la implementacion del
test por biologia molecular en nuestra institucion. EL ROM
pretest se calculd para las categorias AUS/FLUS y FN/SFN
sobre el total de pacientes operados en cada categoria.
Luego de aplicar el test de mutaciones calculamos el ROM
postest, teniendo en cuenta los pacientes con nodulos que
presentaban mutacion e histologia maligna en relacion con
el total de mutaciones encontradas en cada categoria.

Resultados

Evaluacion de las muestras para el analisis
molecular

Entre las 112 muestras de PAAF indeterminadas, 44 fueron
diagnosticadas como AUS/FLUS (39%) y 68 de ellas FN/SFN
(61%) (tabla 1). Se logr6 obtener ADN y ARN de calidad sufi-
ciente en 95 muestras y se solicitd una segunda puncion
en los 17 pacientes restantes que permitioé obtener mejor
calidad de acidos nucleicos, pudiéndose completar los estu-
dios de mutaciones y fusiones génicas. La implementacion
de genes de control de tejido especifico, como PAX8 y TSH
y constitucional como GUSB, nos permitié no solo verificar
la calidad del ARN sino también confirmar el origen celular
tiroideo.

Analisis de mutaciones

La implementacion del panel que incluye las mutaciones
puntuales en el exdn 15 del gen BRAF, los exones 2 y 3 de los
genes NRAS, HRAS y KRAS vy las fusiones génicas RET/PTCI1,
RET/PTC3 y PAX8/PPARG permitié identificar 22 mutacio-
nes en las 112 muestras (20%). Entre las mas frecuentes se
encuentran 8 muestras con mutaciones en RAS (8%), distri-
buidas entre los tres miembros de la familia: NRAS, HRAS
y KRAS (tabla 1). Le sigue en frecuencia 6 muestras con la
mutacion V600E en el gen BRAF (5%). En la figura 1 se mues-
tran ejemplos representativos de la citologia, el analisis de
las mutaciones por HRM, la secuenciacion y la histopatologia
de muestras de pacientes con mutaciones en NRAS y BRAF.
Luego, al analizar fusiones génicas, se observo que la mas
frecuente fue PAX8/PPARG hallada en 6 muestras (5%) y la
fusion RET/PTC1 se hallé solo en dos muestras (2%). En la
figura 2 se muestran ejemplos representativos de como se
detectan las fusiones PAX8/PPARG y RET/PTC1.

Relacion entre la citologia, la deteccion
de mutaciones y la histologia

De las 112 muestras de PAAF analizadas, 58 pacientes (51%)
fueron sometidos a cirugia (24 con citologia AUS/FLUS vy
34 FN/SFN) pudiendo establecerse una relacion entre cito-
logia, biologia molecular e histologia, y 54 pacientes fueron
puestos en seguimiento. Los resultados de la citologia, los
estudios moleculares y la histologia de los pacientes opera-
dos se detallan en la tabla 1.
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Tabla 1

Detalle de mutaciones encontradas con el test molecular

Resultados del Test Molecular

Citologia/Histologia BRAF HRAS

KRAS

NRAS PAX8/PPARG RET/PTC1 WT Total

AUS/FLUS
No operados/seguimiento incompleto
No operados/ en seguimiento> 1 ano
Otras patologias benignas
AF
CFT
CPT 2
CPTVF 2
CPTVFni 1
CCH
Total 4 1

FN/SFN
No operados/seguimiento incompleto
No operados/ en seguimiento> 1 ano
Otras patologias benignas
AF
ACH
CFT
CPT
CPTVF
microCPT 2
Total 2

1

(6}

—_
—_ =a N W =0 0 —=u

4 4 2 55

Otras patologias benignas incluyen: tiroiditis, bocios y nddulos adenomatosos.

ACH: adenoma folicular de células de Hiirthle; AF: adenoma folicular; CFT: carcinoma folicular de tiroides; CPT: carcinoma papilar de
tiroides; CPTVF: carcinoma papilar de tiroides variante folicular; CPTVFni: carcinoma papilar variante folicular encapsulado no invasivo;
microCPT: microcarcinoma papilar de tiroides; CCH: carcinoma de células de Hirthle; WT: version wild type o salvaje del gen.

Muestras con citologias AUS/FLUS

En las muestras con citologia AUS/FLUS, se identificaron
9 muestras con mutaciones (20%), de las cuales 6 resultaron
ser nodulos con histologia malignay 3 con histologia benigna.
Cuatro nodulos malignos fueron portadores de la mutacion
BRAF V600E, mientras que 2 presentaron mutaciones en los
genes RAS. A su vez, se determinaron 3 nddulos benignos
positivos (2 con fusion PAX8/PPARG y una mutacion RAS)
que fueron considerados falsos positivos por presentar diag-
nostico histologico de adenoma folicular. Estos resultados
permitieron calcular un riesgo de malignidad (ROM-postest)
del 67% para nddulos con citologias AUS/FLUS, positivos
para una mutacion (tabla 2). Todos los nodulos que pre-
sentaron mutaciones en BRAF V600E fueron diagnosticados
posquirurgicamente como carcinomas papilares, 2 carcino-
mas papilares clasicos y 2 carcinomas papilares variante
folicular. Los 3 nodulos con mutaciones en los genes RAS
fueron diagnosticados como un carcinoma folicular, un ade-
noma folicular y un carcinoma papilar variante folicular
encapsulado no invasivo. Este ultimo fue reclasificado como
neoplasia folicular no invasiva con caracteristicas nuclea-
res de papilar (NIFTP). Realizando una subdivision de los
nodulos en aquellos que poseen caracteristicas AUS (n=8)
y FLUS (n=16), podemos observar que las citologias AUS
poseen mayor frecuencia de mutaciones (62,5%) y mayor
riesgo de malignidad en presencia de una mutacion (80%)
que la citologias FLUS (25% de mutaciones y 25% de malig-
nidad en presencia de mutacion). Esto puede asociarse a la

mayor frecuencia de la mutacion BRAF V600E en las mues-
tras con citologias AUS (3 de 5 mutaciones halladas) respecto
de aquellas con citologia FLUS (1 de 4 mutaciones halladas).

En relacion con los 15 nddulos en los cuales no se halla-
ron mutaciones, se detectaron 5 adenomas foliculares, 8
con otras patologias benignas y 2 carcinomas, que fueron un
carcinoma papilar clasico y el otro un carcinoma de célu-
las de Hiirthle. En el caso del carcinoma papilar clasico
pudo repetirse el panel de 7 genes sobre la pieza quirlrgica
confirmandose la ausencia de las mutaciones investigadas
con el panel utilizado. En esta categoria, 20 pacientes con
nodulos negativos para las mutaciones del panel de 7 genes
y no sometidos a cirugia fueron puestos en seguimiento
mediante ecografia por un tiempo mayor de un afo (en 5
de estos pacientes no se pudo completar el seguimiento).
Estos resultados permitieron calcular un VPN del 93% y una
especificidad del 90%. Finalmente, al calcular el riesgo de
malignidad para la categoria AUS/FLUS antes y después de
la implementacion del panel de mutaciones observamos un
incremento del 17 al 67% (tabla 2).

Muestras con citologias FN/SFN

En los nddulos con diagndstico citoldgico FN/SFN se detecta-
ron 13 muestras con mutaciones (19%), de las cuales 5 fueron
mutaciones en el gen RAS, 2 mutaciones en BRAF, 4 fusiones
PAX8/PPARG y 2 fusiones RET/PTC1. La caracterizacion
histologica de los 2 nédulos con mutacion BRAF V60OE y los 2
nodulos con fusion RET/PTC1 reveld que estaban asociadas
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Figura 1 Imagen de citologia, HRM, secuencia e histologia. Arriba. Ejemplo de un extendido citoldgico de una proliferacion
folicular indeterminada categoria AUS/FLUS (A) que fue positivo para la mutacion BRAF V600E indicado por la flecha en la curva de
HRM (B) confirmado por secuenciacion Sanger (C). Luego, la histologia en D indica que es un carcinoma papilar variante folicular
no encapsulado invasivo. Abajo. Ejemplo de citologia de un nddulo diagnosticado como sospechoso de neoplasia folicular (E) con
presencia de la mutacion en NRAS-Ex3 detectada por HRM (F) y confirmada por secuenciacion Sanger (G). La histologia H indica que
se trata de un carcinoma folicular encapsulado minimamente invasivo. A y E corresponden a citologias coloreadas con la técnica
de Papanicolaou. Las biopsias D y H estan coloreadas con hematoxilina-eosina. Las flechas negras indican la curva de la muestra
positiva mas el control positivo. Los asteriscos en negro indican el cambio de base asociada a la mutacion.

PAX8/PPARG c

A Genes Control B RET/PTCA

1¢" PCR Nested
M1 M3 C+ C- M1 M3 C+ C- CN MP

GUSB  PAX8 TSH
M1 C- M1 C- M1 C- MP

1 PCR Nested
M1 M2 C+ C- M1 M2 C+ C- CN MP

F

o
R
~
-

Figura 2 Fotos de corridas electroforéticas de PCR realizadas para la identificacion de fusiones. A) Genes Control: GUSB en lineas
1y 2. PAX8 en lineas 3y 4. TSH en lineas 5 y 6. Se observan las bandas positivas de la muestra M1. B) Fusion PAX8/PPARG: Se observa
en las lineas 1, 2, 3 y 4 la primer PCR de las muestras M1 y M2. En las lineas 5, 6, 7, 8 y 9 se encuentra la nested PCR; se puede
observar la banda correspondiente a la presencia de la fusion PAX8/PPARG en la muestra M2 y el correspondiente control positivo.
C) Fusion RET/PTC1. En las lineas 1, 2, 3y 4 la primer PCR de las muestras M1 y M3. En las lineas 5, 6, 7, 8 y 9 se encuentra la
nested PCR. Se pueden observar las bandas correspondientes a la presencia de la fusion RET/PTC1 en la muestra M3 y el control
positivo. MP: marcador de peso molecular. C(+): control positivo. C(—): control negativo. CN: control negativo de las nested PCR.
M1, M2 y M3 son muestras de pacientes diferentes.

a microcarcinoma papilar y carcinoma papilar variante
folicular, respectivamente (tabla 1). Cabe destacar que los
microcarcinomas no fueron hallazgos incidentales ya que los
pacientes fueron sometidos a biopsia por las caracteristicas
ecograficas que presentaban los nédulos. Ademas, fueron
diagnosticados 4 adenomas foliculares y un carcinoma

folicular asociados a mutaciones en la familia de genes
RAS. La fusion PAX8/PPARG fue la segunda mutacion mas
frecuente en este grupo citologico, de las cuales 3 fueron
halladas en adenomas foliculares y una en carcinoma folicu-
lar encapsulado con angioinvasion. En esta categoria, 6 de
los 13 nodulos positivos fueron confirmados como malignos
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Tabla 2 Rendimiento diagnostico del analisis de test molecular en las categorias AUS/FLUS, FN/SFN

Test Molecular vs. Histologia Sensibilidad Especificidad VPP VPN ROM pretest ROM postest
AUS/FLUS 75 90 67 93 17% 67%

FN/SFN 100 85 46 100 20% 46%
AUS/FLUS + FN/SFN 86 87 54 97 = =

Riesgo de malignidad (ROM) antes del panel de 7 genes (ROM pretest), y después de la aplicacion del test molecular (ROM postest).

VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo.

poscirugia, es decir, un ROM-postest del 46%. Los 7 nodulos
restantes fueron benignos (54%) pero con mutaciones
PAX8/PPARG y RAS. De los 21 nodulos en los cuales no se
hallaron mutaciones, se identificaron 14 adenomas folicula-
res, un adenoma de células de Hurthle y 6 correspondieron
a otras patologias benignas. En esta categoria, 34 pacien-
tes no fueron operados y fueron puestos en seguimiento
mediante ecografia por un periodo mayor de un afo. De
estos pacientes, 14 no completaron el periodo de control
y no fueron considerados verdaderos negativos. Con los
resultados obtenidos en esta categoria se calculé un VPN
del 100% y una especificidad del 85%. Al calcular el riesgo
de malignidad para la categoria FN/SFN antes y después
de la implementacion del test molecular observamos un
incremento del 20 al 46% (tabla 2).

Pacientes en seguimiento

El grupo de 54 pacientes que no presentaron mutacion en sus
nodulos fue puesto en seguimiento. El mismo consistio en
ecografias de control de 12 a 48 meses. De los 54 pacientes,
20 presentaban citologias diagnosticadas como AUS/FLUS
(37%) y 34 con citologias FN/SFN (63%). Se logro realizar el
seguimiento correspondiente en 35 pacientes (65%), 15 con
citologias AUS/FLUS y 20 con FN/SFN, los cuales no presen-
taron aumento de tamano nodular en el periodo analizado
y se consideran como verdaderos negativos a los fines de
calcular el VPN (tabla 1).

Analisis general del total de muestras

Al analizar en conjunto el grupo total de pacientes operados
y los que fueron puestos en seguimiento, se pudo obser-
var que, de 112 noédulos tiroideos, 14 fueron diagnosticados
como malignos en el analisis histologico. De las 98 muestras
restantes, 44 fueron benignas confirmadas por su histologia
y 35 se consideraron benignas seglin el seguimiento ecogra-
fico. No se logré obtener informacion de 19 pacientes cuyos
nodulos fueron negativos para el panel de 7 genes y no com-
pletaron el seguimiento. La presencia de una mutacion fue
indicador de malignidad en el 55% de nodulos (12 de 22).
Los 10 nodulos con mutaciones, pero con histologia benigna,
fueron considerados falsos positivos y por lo tanto la especi-
ficidad del test fue del 87% considerando ambas categorias
juntas. De todos los nodulos malignos, solo en 2 de estos
no se identificaron mutaciones por lo tanto se pudo calcular
una sensibilidad del 86% (tabla 2).

Discusion

En estudios previos se ha demostrado la importancia que
tiene el screening de estos 7 genes en PAAF con citologias
indeterminadas'® %202 pero es la primera vez que se pre-
sentan los resultados obtenidos con la implementacion del
test de biologia molecular en una poblacion del norte de
Argentina. Los resultados del panel de 7 genes sobre 112
muestras, junto con la histologia y el seguimiento de los
pacientes, ha permitido estimar una sensibilidad para las
categorias AUS/FLUS y FN/SFN del 75% y 100%, respectiva-
mente, comparable con la obtenida por Nikiforov et al.™
y Bellevicine et al.?2. Con respecto a la especificidad, en
la categoria AUS/FLUS (90%) se encuentra entre los valores
reportados en otros trabajos que oscilan entre el 82 y 100%.
En la categoria FN/SFN la especificidad obtenida fue del 85%
y el VPP del 46%, lo cual puede deberse al mayor niUmero de
mutaciones RAS y PAX8/PPARG detectadas en nodulos con
histologia benigna. Por lo tanto, observamos que la muta-
cién RAS y la fusion PAX8/PPARG se encuentran asociadas
a un bajo riesgo de malignidad tiroidea del 37,5% y 17%,
respectivamente.

Las mutaciones en RAS y PAX8/PPARG pueden encontrarse
tanto en carcinomas de tiroides como en adenomas foli-
culares y nddulos hiperplasicos'®. Varios estudios sugieren
que las mutaciones en el gen RAS estan involucradas en
la primera fase de la transformacion tumoral (adenoma a
carcinoma) y en la diferenciacion tumoral (carcinoma dife-
renciado a pobremente diferenciado e indiferenciado)?:.
Ademas, se ha observado que ratones transgénicos que
portan mutaciones en RAS desarrollan carcinomas de
tiroides?®>. Por lo tanto, se podria postular que RAS es
un oncogén que contribuiria en la trasformacion gradual
de las células tiroideas y la progresion de enfermedad
benigna a tumor maligno?®. También es posible hallar
mutaciones en el gen RAS en carcinomas pobremente
diferenciados de tiroides y en carcinomas anaplasicos de
tiroides, incrementando la evidencia de que mutaciones
en este gen colaboran con la progresion hacia formas mas
agresivas?’.

En nuestro trabajo, tanto la mutacién BRAF V600E como
la fusion RET/PTC1 estuvieron asociadas a malignidad en
un 100%. Considerando estos resultados, los pacientes con
citologias indeterminadas que presenten una de estas dos
mutaciones serian candidatos para tiroidectomias totales.
Es importante destacar que la mayoria de los trabajos publi-
cados incluyen en sus estudios moleculares las citologias
sospechosas de malignidad, contribuyendo a aumentar la
probabilidad de encontrar nddulos positivos con histologia
maligna sobreestimando la sensibilidad y especificidad de
los test.
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Existen discrepancias con respecto al seguimiento de
aquellos nodulos que resultan negativos para marcadores
moleculares y su consideracion como patologia benigna. Esto
puede tener como consecuencia imprecisiones en los cal-
culos de valor diagndstico®. Por esta razén, en el analisis
estadistico de este estudio se incorpord a los pacientes con
resultados negativos para el panel de 7 genes y con segui-
miento ecografico mayor de 1 afno, sin aumento de tamafno
nodular, como verdaderos negativos, de la misma forma
que lo realizaron Eszlinger et al.”® y Bellevicine et al.??,
como asi también Nikiforov et al. en 2009"°, en sus estudios.
Algunos autores indican que, para poder incluir estos nddu-
los que no han sido sometidos a cirugia y ser considerados
como «verdaderos negativos», deben mantenerse sin cam-
bios sospechosos durante un periodo de seguimiento?. En
un estudio prospectivo de 5 afios con 1.567 nddulos tiroideos
diagnosticados como benignos ecografica o citolégicamente,
se observo un crecimiento en el 11,1% de los nodulos®®. En
nuestra experiencia, un nddulo con test molecular nega-
tivo se asocid a un riesgo residual de malignidad menor del
3%. Por lo tanto, el estudio ecografico fue la eleccion cli-
nica para el seguimiento de estos pacientes evitando, asi,
cirugias innecesarias.

La implementacion del panel de 7 genes tuvo un impacto
importante en nuestra institucion. El ROM pretest calculado
por el programa de anatomia patolédgica de la institucion
previo a la implementacion del test de deteccion de muta-
ciones era del 17% para la categoria AUS/FLUS y del 20% para
FN/SFN. El sistema Bethesda indica un incremento en el ROM
que va del 10 al 30%® para la categoria AUS/FLUS; en nues-
tra institucion el incremento del ROM durante el periodo
que comprende este estudio fue del 17 al 67% postest, para
esta categoria. En la categoria FN/SFN, segiin Bethesda el
incremento podria ser del 25 al 40%%; en nuestra experiencia
el ROM se increment6 del 20 al 46% con la implementa-
cion del panel de 7 genes (ROM postest). El mayor riesgo
de malignidad con test molecular en la categoria AUS/FLUS
se explicaria porque las mutaciones encontradas incluyen,
en mayor niUmero, mutaciones BRAF y se correlaciona con los
cambios celulares de atipia indeterminada papilar/folicular
encontrados en estas categorias. En este contexto logramos
disminuir las cirugias en un 48% de los pacientes analiza-
dos en este estudio que sin el uso del test molecular serian
sometidos a cirugias diagnosticas.

Sin embrago, nuestro estudio presenta ciertas limitacio-
nes. En primer lugar, el nUmero de muestras incluidas, si
bien es una poblacion de 112 pacientes, solo se detectaron
22 mutaciones (6 en BRAF, 8 en RAS, 6 fusiones PAX8/PPARG y
2 fusiones RET/PTC1). En segundo lugar, solo la mutacion en
BRAF y la fusién RET/PTC1 estuvieron asociadas en un 100%
a malignidad. Las mutaciones en RAS y la fusion PAX8/PPARG
solo se asociaron a malignidad en el 37,5% y 17% de los casos,
respectivamente, por lo que tendrian un menor valor pre-
dictivo para el manejo clinico del paciente. No obstante, a
pesar de la baja asociacion con malignidad de las mutacio-
nes en RAS en este estudio, la literatura indica que pueden
representar formas preinvasivas de carcinomas o carcinomas
minimamente invasores®'. Por lo tanto, la incorporacion de
nuevos pacientes permitira ampliar el nimero de mutacio-
nes detectadas y evaluar con mayor precision el impacto de
cada mutacion en la prediccion de malignidad en nuestra
region.

Nuestro estudio demuestra que los pacientes con un
nodulo tiroideo cuya citologia es indeterminada (categorias
lIl'y IV de Bethesda) pueden beneficiarse del testeo mediante
un panel de 7 mutaciones reduciendo el nimero de ciru-
gias innecesarias en un 48% dado el alto valor predictivo
negativo del test. Las mutaciones en BRAF y las fusiones
RET/PTC1 de este panel fueron las mas importantes para
predecir malignidad en las categorias Bethesda lll y Bethesda
IV, respectivamente. En cambio, las mutaciones en los genes
RAS tienen baja especificidad pues estan presentes tanto en
adenomas como en carcinomas. Por lo tanto, creemos que en
un futuro cercano sera necesaria la implementacion de nue-
vas tecnologias como la secuenciacion de nueva generacion
(NGS) que permita estudiar simultaneamente mutaciones en
numerosos genes tales como TP53, TERT y PIK3CA®" para
lograr una mayor precision en el diagnostico de malignidad
en punciones tiroideas.
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