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INTRODUCCION

El cancer de tiroides representa aproximadamente el 1% a 1.5%, de todos los tumores
malignos diagnosticados en los Estados Unidos, y su incidencia ha aumentado
continuamente en las Ultimas tres décadas en todo el mundo, esta tendencia esta
presente en todos los continentes, excepto en africa, donde la deteccion es posiblemente
insuficiente. Los tumores malignos de tiroides representan la neoplasia maligna mas
comun del sistema endocrino, lo que supone un importante reto diagndstico para los
pat6logos. En general, el cancer de tiroides afecta a jévenes y adultos de mediana edad.
Las mujeres son afectadas por lesiones tiroideas cuatro veces mas que los hombres ().

En cuanto a su clasificacién histologica el carcinoma papilar consiste en 85-90% de todos
los casos de cancer de tiroides, seguido de carcinoma folicular (5-10%) y carcinoma
medular (alrededor del 2%), carcinoma anaplasico representa menos del 2% de los
canceres de tiroides y suele aparecer en los pacientes de edad avanzada (2).

En un estudio previamente realizado en el afio 2018 del Hospital Universitario —Dr. José
Eleuterio Gonzalez - y titulado PATOLOGIA QUIRURGICA DE LA GLANDULA
TIROIDES EN EL HOSPITAL UNIVERSITARIO «DR. JOSE ELEUTERIO GONZALEZ»,
UANL.REVISION DE 20 ANOS. Se observo la siguiente frecuencia de patologia tiroidea
en la poblacién Mexicana.

En 20 afos se recibieron 224,252 especimenes quirdrgicos de los cuales, 848 (0.37%)
correspondieron a casos de patologia de la glandula tiroides:

* Especimenes con méas de una patologia: 101

* En cuanto a los diagnosticos, 549 resultaron patologias benignas (57,8%) y 400
patologias malignas (42,2 %). la patologia benigna mas frecuente fue el
adenoma con 35.30% y la patologia maligna mas frecuente fue el carcinoma
papilar con 38,14% la edad de presentacién promedio fue de 45.8 afios para la
patologia benigna y de 45.3 afios para la patologia maligna y la relacién
mujer/hombre fue de 10:1 para la benigna y 4.3:1 para la patologia maligna.

* Los casos de adenoma correspondieron a 335 que representan el 61.02% de la
patologia benigna

- Carcinoma correspondié a 399 casos que representa el 99.75% de la patologia
maligna(o)
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Morfologia

El carcinoma papilar de tiroides, microscopicamente presenta caracteristicas neoplasicas
gue se han convertido en un sello en su diagnostico las cuales incluyen: nicleos huecos
(nucleos de Anita la huerfanita), los cuales son ovalados y mas grandes que los nucleos

foliculares normales con una cromatina clara; también se observan ranuras nucleares,

Figura 1. Caracteristicas nucleares del carcinoma papilar de tiroides. A) Nlcleos en Anita la huerfanita (Flechas) B)

pseudoinclusiones (Flecha), C) Ranuras (Flecha).

Variantes histoldgicas

Este carcinoma tiene variantes morfolégicas, con importancia pronostica.

Estas variantes se describen a continuacion:

Variante folicular: Es el subtipo mas comun del carcinoma papilar de tiroides, ya que
constituye entre el 9% y el 22,5% de todos los casos. Microscopicamente, tiene
predominantemente una arquitectura folicular, que esta revestida por células con
caracteristicas nucleares de carcinoma papilar (Figura 2) (4). La mutacién de BRAF se
ha reportado hasta en el 7% de los tumores que presentan esta variedad, sin embargo
se conoce que es mas frecuente que presente mutaciones en RAS (25%) ()
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Figura 2. Carcinoma Papilar de Tiroides variedad Folicular. A) HyE 10X donde se observa una arquitectura folicular.

B) HyE 40X en este acercamiento se observan las caracteristicas tipicas del carcinoma papilar.

Variante esclerosante difusa: Variante rara, que se observa en pacientes jévenes con
una mayor incidencia de metastasis en los ganglios linfaticos cervicales. Tiene un
pronéstico desfavorable. Histolégicamente se caracteriza por fibrosis densa, metaplasia
escamosa, infiltracién linfoide con centros germinales y cuerpos de psamoma. No se ha

asociado a mutaciones en BRAF, mas si a mutaciones en RET/PTC. ,7)

Variante de células altas: Descrito por primera vez en 1976 y definido como un
carcinoma papilar con células al menos dos veces mas altas que el ancho, con nucleos
orientados a la membrana basal y citoplasma eosinofilico (Figura 3), estos hallazgos se
deben encontrar por lo menos entre el 30 y 50% del tumor. Con frecuencia tiene
invasion vascular, extension extratiroidea, metastasis a ganglios linfaticos y metastasis
a distancia. Son un factor de mal prondéstico, se cree que este comportamiento agresivo
esta relacionado a una mayor prevalencia de mutaciones en BRAF en comparacion con

la variante clasica (6.8).
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Figura 3. Carcinoma papilar de Tiroides Variedad células altas.

Variante Sélida: Para poder clasificar esta variante, el tumor debe tener entre el 50 al
70% de patron soélido (Figura 4). Es mas comun en nifios y con historia de exposicion a
la radiacion, y se ha asociado a una frecuencia mayor de metastasis a distancia y un

peor prondstico en comparacion con el carcinoma papilar clasico. ,9).

Figura 4. Carcinoma papilar de Tiroides variedad Sélida.
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Existen otras variedades de carcinoma papilar de tiroides, como: Microcarcinoma

papilar de Tiroides, Carcinoma Papilar de tiroides de células columnares, Carcinoma

Papilar de Tiroides variedad células claras, Carcinoma Papilar de Tiroides variedad

cribiforme, Carcinoma Papilar de Tiroides variedad oncocitica, Carcinoma Papilar de

Tiroides variedad Whartin Like y Carcinoma Papilar de Tiroides variedad en células en

tachuela ().

PATOLOGIA MOLECULAR

BRAF V600E

En las ultimas décadas hubo un gran avance en los conocimientos de las bases genéticas

y moleculares involucradas en el desarrollo de los canceres de tiroides, que podran

contribuir a una identificacion temprana y mejor manejo de aquellos pacientes con mayor

riesgo de persistencia o recurrencia de la enfermedad.

Mas del 90% de mutaciéon de BRAF se encuentran en el codén 600 y mas del
90% son mutaciones en un solo nucleétido dando como resultado un reemplazo
de acido glutamico por valina en la posicion 600 (BRAFV600E)

La mutacion BRAF V600E (mutacion BRAF) se ha informado en el 18% a 87%
de canceres de tiroides, e incluso hasta en 69% de los carcinomas papilares de
tiroides (CPT) y en 20% a 40% de carcinomas anaplasicos de tiroides (CAT).
Actualmente, la mutacion BRAF se estd evaluando como una posible
herramienta de escrutinio para la extensién de la cirugia tiroidea y como un

posible objetivo terapéutico en CPT (10).
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La mutacion BRAF V600E, ubicada en el cromosoma 7, implica una sustituciéon de timina
por adenina en la posicién 1799 en el dominio quinasa del exén 15 y da como resultado
un reemplazo de valina-glutamato en la posicion 600. Se cree que esta mutacion
desempefia un papel importante en la patogénesis de CPT a través de la activacion de la
ruta de proteina cinasa, que afecta la regulacion transcripcional y la expresion de varios
genes que estan implicados en la proliferacion celular, la supervivencia y la progresion del
cancer. La mutacion BRAF también se cree que inhibe el cotransportardor de yoduro de
sodio, que facilita la captacion de yodo y se ha asociado con CPT que son refractarios a

la terapia con yodo radiactivo. (Figura 5)

Chakravarty et al han demostrado que los inhibidores de cinasas que actian sobre la
proteina quinasa activada por mitbgeno o BRAF pueden restablecer la avidez del yodo

por los CPT que contienen BRAF mutante (10).

Growth RAS-RAF
factors \. pathway

R

R ] v )
v

Oncogenic BRAF
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BRAF signaling
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Figura 5. Via de sefializacion de la proteina BRAF en su forma oncogénica
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Se cree que esta mutacion desempefia un papel importante en la patogénesis de CPT a
través de la activacion de la ruta de proteina cinasa, que afecta la regulacion
transcripcional y la expresion de varios genes que estan implicados en la proliferacion

celular, la supervivencia y la progresion del cancer. (10)

En un estudio realizado en el afio 2012 en el Hospital Universitario —Dr. José Eleuterio
Gonzalezl y que tiene por titulo. Expresion de los marcadores del ciclo celular Ciclina D1

y P27 y mutacién en el gen BRAF en el Carcinoma Papilar intra y extratiroideo.

* La mutacién del gen BRAF se observo en 54 casos (75%) de los cuales 29
(53.8%) correspondian a carcinomas papilares extratiroideos mientras que los

25 casos restantes (46.2%) fueron intratiroideos (20). (Figura 6)

Intratiroideos Extratiroideos
PRESENTE: 54 (75%) 25 (46.2%) 29 (53.8%)
NEGATIVO: 18(25%) 12 (66.7%) 6 (33.3%)

Figura 6. Presencia de la mutacion BRAF (V600E)
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VIA PD/PD-L1

La molécula de muerte programada 1 (PD-1) y sus ligandos PD-L1 y PD-L2 son

importantes en el control de la activacion de las células T.

« EI PD-1 es una molécula de coestimulacion que da una sefal inhibidora, es un

importante regulador negativo de la activacion de las células T y participa en el

mantenimiento de la tolerancia periférica.

« El PD-1 es una proteina de 288 aa de longitud compuesta por un dominio

globular extracelular, un dominio transmembranal y un dominio intracelular.

« Se han descrito dos ligandos: PD-L1 y PD-L2 (también denominados B7-H1 y

B7-DC, respectivamente), ambos son glicoproteinas transmembranales tipo |

con dominios extracelulares tipo IgC e IgV.

« El PD-L1 consta de 290 aa codificada por el gen Cd274 localizado en el

cromosoma 9 en el humano y en el 19 murino; PD-L2 se codifica en el gen

Pdcdlig2 adyacente al gen Cd2749-114). (Figura 7).

CélulaT

CD80/86—
CPH+Ag

L

Célula presentadora de antigenos
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Figura 7. El receptor de la muerte
celular programada 1 (PD-1) y la
proteina del ligando muerte
programada 1  (PD-L1) estan
implicados en la capacidad de
algunos tumores de evadir o suprimir
las respuestas inmunitarias
antitumorales de los pacientes, a
través de mecanismos que parecen
incluir la supresioén de CD8 + Células
T. En algunos canceres, la
sobreexpresion PD-L1 se asocia con

un mal prondstico




Marco teodrico

La terapia inmunitaria inhibitoria de punto de control parece cada vez mas plausible como
una posible estrategia de investigacion para el tratamiento de los canceres de tiroides,

esto lo sugieren los hallazgos tempranos de estudios realizados. (1) (Figura 8)

Cancer immunotheragy

/2> withmabtoPD-1

Cancer immunotherapy

PD-LZZ“% with mAb to PD-11 or PD-12

TRENDS o Moiecular Mediore

Figura 8. Inmunoterapia contra el cancer humano con el receptor 1 de la muerte no programada (PD-1) y
el ligando 1 de muerte-programado (PD-L1) / anticuerpos L2. Las células presentadoras de antigeno
(APC) toman el antigeno (Ag) liberado de las células cancerosas y lo presentan a las células T. Las
células cancerosas también pueden presentar Ag a las células T activadas en el contexto del MHC. En la
activacion de las células T, los receptores PD-1 se expresan en las células T e inhiben la respuesta
inmune mediante la participacion de PD-L1 y PD-L2 en APC y PD-L1 en células cancerosas. Por lo tanto,
el bloqueo especifico mediado por anticuerpo monoclonal (mAb) de la ruta PD-1 / PD-L1 / PD-L2 puede
potenciar la inmunidad antitumoral. Ademas de unirse a PD-1, PD-L1 y PD-L2 también se unen a B7-1y
a la molécula de guia repulsiva B, respectivamente. Ademas de las células T y APC, PD-1 y PD-L1

pueden inducirse en otras células inmunes.
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El receptor de la muerte celular programada 1 (PD-1) y la proteina del ligando muerte
programada 1 (PD-L1) estan implicados en la capacidad de algunos tumores de evadir 0
suprimir las respuestas inmunitarias antitumorales de los pacientes, a través de
mecanismos que parecen incluir la supresion de CD8 + Células T. En algunos cénceres,

la sobreexpresion PD-L1 se asocia con un mal prondstico. (12,13)

La inhibicién dirigida de la via de control de inmunidad PD-1 / PD-L1 ha generado gran
interés en los Ultimos afios como una estrategia prometedora para tratar el melanoma, el

cancer de pulmén de células no pequefias y los canceres renales y colorrectales. (14)

Actualmente, los investigadores estan explorando el papel de la via PD-1 / PD-L1 en el
cancer de tiroides con interesantes resultados tempranos en estudios retrospectivos.
Existen estudios cuyos resultados sugieren que la expresion de PD-L1 en células
tumorales y microambiente adyacente se correlaciona con Carcinoma Papilar de tiroides
metastasico agresivo y una supervivencia acortada, esto podria justificar la aplicacion
potencial de inmunoterapia anti PD-1 / PD-L1 para estos pacientes refractarios. (1s,16)

En estudios recientes los pacientes con células tumorales que expresan PD-L1 tuvieron
tiempos de sobrevida media significativamente mas cortos que aquellos con células
tumorales negativas para PD-L1 (60 meses frente a 186 meses, P = 0,001), y los niveles
mas altos de PD-L1 se observaron en los estadios IlI-IV de CPT, en comparacion con los
estadios I-1l1A y los nddulos benignos de tiroides.

Por otro lado la inmunopositividad PD-L1 en linfocitos infiltrantes de tumores también se

correlaciond con una sobrevida media reducida (17

En un estudio realizado en el Hospital de Harvard encontraron que los tumores con la
mutacion BRAF expresan con mayor frecuencia niveles elevados de inmunosupresor
ligando 1 de muerte programada (53% frente a 12,5%) y antigeno leucocitario humano G

(41% frente a 12,5%) en comparacibn con los tumores BRAF wild-type.
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La mutacion de BRAF se ha asociado con un perfil inmunosupresor, que abarca la
expresion tumoral directa de ligandos inmunosupresores y el reclutamiento de células

supresoras.

Se encontr6é que los CPT sobre expresan PD-L1y se encontrd con frecuencia en el 53%
de los casos, lo que confirma los hallazgos de Cunha et al. demostrando un aumento de
la tinciobn de PD-L1 en muestras de cancer de tiroides en comparacion con tejido tiroideo

benigno.

Ademas, la alta tasa de expresion de PD-L1 fue significativamente mayor en
los tumores BRAF V600E. PD-L1 funciona inhibiendo células inmunes activadas, tales
como las dirigidas contra antigenos expresados por el tumor, y previene la destruccién de
células citotoxicas en una variedad de formas, incluyendo la union con el receptor co-
inhibidor, PD-1. La expresion de PD-L1 en el cancer de tiroides se ha asociado con una
serie de indicadores de mal prondstico, prometiendo anticuerpos antagonistas de la via
PD-1 / PD-L1 actualmente en ensayos clinicos para otros tumores solidos que deberian

considerarse para la inmunoterapia de PTC una vez que estén clinicamente disponibles
(18)
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Spiral array y heterogeneidad intratumoral de PD-L1

La expresion de ligando-1 de muerte celular programada (PD-L1) puede predecir la
respuesta a los inhibidores de: molécula de muerte celular programada-1 (PD-1), asi
como al ligando-1 de muerte celular programada (PD-L1) usados en el tratamiento para el
cancer.

Por lo que la evaluacion de la expresion de PD-L1 mediante la técnica de
inmunohistoquimica se ha vuelto importante como biomarcador para predecir la respuesta
a estas terapias. Sin embargo esta area se encuentra poco estudiada debido a la
heterogeneidad intratumoral de la expresion de PD-L1, que puede causar resultados

falsos negativos.

Estudios previos han reportado un amplio rango de expresién de PD-L1 que oscila entre
el 7,4% vy el 72,7% de los casos.

Y se ha observado una respuesta terapéutica no solo en pacientes clasificados como PD-
L1-positivos por inmunohistoquimica, sino también en algunos pacientes clasificados
como PD-L1-negativos por el mismo método, lo que indica la posibilidad de que se haya

realizado un muestreo insuficiente del tejido. (22)

Debido a lo anterior, un problema en la valoracién de la expresién de PD-L1 en los tejidos
es la heterogenicidad de su expresion celular lo que dificulta su interpretacion en una
biopsia, por lo cual se ha desarrollado una nueva técnica histolégica conocida como
-SPIRAL ARRAYI que consiste en una capa de tejido en seccion horizontal del bloque
donante y no perforada como cilindro vertical. (1) (figura 9)
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- Dado que toda la seccion se representa a través de Spiral Array, el sesgo de muestreo
debido a la heterogeneidad tisular se reduce en gran medida.

Otras ventajas: rendimiento, uniformidad experimental y la rentabilidad

- La heterogeneidad intratumoral de la expresion de PD-L1, que puede causar resultados
negativos falsos.

- En un estudio previo (Oct 17). El objetivo fue evaluar la heterogeneidad intratumoral de
la expresion PD-L1 en 138 muestras de cancer de pulmoén resecadas quirdrgicamente
mediante Spiral Arrays.

Los patrones de tincion heterogéneos y homogéneos de la expresiéon de PD-L1 fueron
idénticos entre los spiral array y las secciones de tejido completo en los 6 casos
seleccionados al azar (22). (Figura 10)

Figura 9. Técnica de spiral array
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JUSTIFICACION

Hasta la fecha no hay articulos publicados sobre la expresion de PDL1 y la relacion con
BRAF en nuestro medio.

Determinaremos la expresiéon de PDL1 en carcinoma papilar de tiroides mediante la
técnica de spiral array y la correlacion de la expresion de PDL-1 con la presencia de la
mutacion BRAF en poblacion latina.

Si esto se comprueba una alta expresion de PD-L1 estara relacionado con una
conducta biolégica mas agresiva del Carcinoma Papilar de Tiroides y podriamos
identificar a esos pacientes ya que requieren un tratamiento mas agresivo asi como un

seguimiento con vigilancia mas estrecha y en un futuro terapia inmunitaria inhibitoria
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HIPOTESIS

La expresion de PDL1 en las células tumorales se correlaciona positivamente con la
mutacion V600E del gen BRAF en el carcinoma papilar de tiroides.

Hipotesis nula

La expresion de PDL1 en las células tumorales del carcinoma papilar de tiroides, no se
correlaciona positivamente con la mutacion V600OE del gen BRAF.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresion de PD-L1 en Carcinomas Papilares de Tiroides con mutacion
V600E del gen BRAF mediante la técnica de Spiral Array

Objetivos secundarios

1. Describir la expresién de PDL-1 en las células epiteliales del carcinoma papilar

de tiroides.

2. Correlacionar la expresion de PDL-1 y la mutacion BRAF con la variedad

histolégica del tumor.

3. Correlacionar la expresion de PDL-1 y la mutacién BRAF con el tamafio tumoral

y grado de extension tumoral.
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MATERIAL Y METODOS

Disefio metodoldgico del estudio:

Se trata de un estudio observacional, transversal, comparativo, retrospectivo y no

ciego

Caracteristicas de la poblacion:

1. Numero Pacientes: 44

2. Caracteristicas de la poblacion:

A.- Criterios de inclusion:
Especimenes de glandula tiroides que cuenten con:
- Bloque de parafina
- Reporte anatomopatologico
- Diagndéstico de carcinoma papilar de tiroides.
- Con mutacion V600E del gen BRAF en el tejido tumoral

B.- Criterios de exclusion:

Especimenes de glandula tiroides que muestren:
- Tejido insuficiente para realizar estudio de inmunohistoquimica
- Defectos de fijacion

C.- Criterios de eliminacion:
Especimenes de glandula tiroides que no cuenten con:
- Bloque de parafina

D.- Lugar de referencia y método de reclutamiento: Servicio de Anatomia

Patolégica y Citopatologia del Hospital Universitario —Dr José Eleuterio
Gonzalezl
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N= Tamafio de la muestra
que se requiere,

X N p= Proporcion de sujetos
_(Za) (p)q) portadores del fendmeno en
— s 2 estudio.

q= 1-p (complementario,

N

sujetos que no tienen la
al cuadrado variable de estudio)
1.96 3.8416 &= Precision o magnitud del

% 0.80 n=| 42.6844444| @ITOr que estamos dispuestos
(!

0.20 | 2 aceptar,

0.12 0.0144 | | Za= distancia de la media del
- | valor de significacion
propuesto,

Figura 1l

Se realizé un calculo de tamafio de muestra con una férmula de estimacion de una
proporcion en una poblacion infinita a partir de una prevalencia de 80% de carcinoma
papilar de tiroides con mutacion de BRAF positiva, con una confianza bilateral de 95%
y una precision de 12% se requieren al menos 43 sujetos de estudio (Figura 11y 12)

Poder (1-B) iz Nivel de significacién (@)
v - Usa cola Dos colas
99.0 233 001 0.02
97 % 1.96 0025 005
950 164 005 01
90.0 128 01 02
850 104 015 03
800 084 02 04
750 067 025 0s
700 052 03 06
60.0 025 04 08

Figura 12
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Entre los casos seleccionados se encuentran los siguientes subtipos
histoldgicos: carcinoma papilar clasico, variante folicular, variante células altas,
carcinoma anaplasico originado en un carcinoma papilar y micro carcinoma.

Los casos se enlistaron previamente en dos grupos de acuerdo a las
caracteristicas histopatolégicas:

- Grupo I. Carcinomas papilares intratiroideos.
En este grupo se incluyeron los casos diagnosticados como microcarcinoma
papilar (porque su diametro mayor es menor a 1cm) y aquellos casos en los que
no existia invasion franca a los tejidos blandos

- Grupo Il. Carcinomas papilares extratiroideos.
En este grupo se incluyeron los casos en los que existe invasion franca a los
tejidos blandos extratiroideos (musculo, tejido adiposo, y 6érganos adyacentes) y
0 metastasis a los ganglios linfaticos regionales.

DESCRIPCION DE LA METODOLOGIA DE ESTUDIO:

1. De una base de datos previamente realizada (en la que no se revelara la identidad
del paciente ya que todas las muestras recibidas son identificadas con un nimero de
folio que se asigna al bloque de parafina en el departamento, ademas solo son
manejadas por personal interno del departamento y si hubiera alguna publicacién
sobre el estudio, su identidad sera protegida) de los archivos de del Servicio de
Anatomia Patologica y Citopatologia del Hospital Universitario —Dr. José Eleuterio
Gonzalezll, se recabaron los casos de Carcinoma Papilar de tiroides que tuvieran
presente la mutacion V600E del gen BRAF los cuales se establecieron en el protocolo
de tesis —Expresion de los marcadores del ciclo celular Ciclina D1 y P27 y mutacion en
el gen BRAF en el Carcinoma Papilar intra y extratiroideo (Clave de registro: AP12-
002)ll

2.- Se buscara si se cuenta con los bloques de parafina y tejido suficiente para realizar
los estudios de inmunohistoquimica.

3.- Construiremos spiral array de cada uno de los bloques de parafina seleccionados de
la siguiente manera: Los bloques se calentaran a aproximadamente 40 C en la
superficie, y se cortaran secciones de 100 micras de espesor con un microtomo
estandar. Las secciones de tejido se calentaran a 35°C, se aplanan y se colocan en
laminas planas de parafina seccionadas a un grosor de 100 micras desde los bloques
de parafina.
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Luego, las secciones de tejido, junto con la lamina de parafina plana, se enrollan
manualmente en carretes de tejido.

Cada carrete de tejido se corta en un carrete subcilindrico de 3 mm de altura. Los
subcilindros se cortan en el centro de los carretes sin mayor sesgo. Cada carrete
subcilindrico se inserta verticalmente en un casete de soporte de tejido metalico con
16 agujeros, cada uno de 3 mm de diametro

Los casetes de plastico se colocan en los moldes de metal donde la superficie inferior
de los moldes se cubri6 con cinta adhesiva. La parafina fundida se vierte en el
cartucho para volver a incrustar el tejido enrollado; este paso es seguido por un periodo
de enfriamiento. Por ultimo, después de retirar los moldes y la cinta adhesiva, el bloque
de Spiral Array se secciona a 4 mm (Figura 13,14 y 15).

Figural3. Esquema de la construccion de spiral arrays
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Figura 14. Resultado final de la construccion de los Spiral Arrays.
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Figura 15. Cortes histoldgicos con secciones de 4 pm de espesor a partir de los bloques de Espiral Array para
posterior evaluacion histopatolégica (HyE)
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4. Seleccionaremos un anticuerpo aprobado anti-PD-L1 (clona 28-8, Abcam).
Realizaremos la tincion de inmunohistoquimica  utilizando un sistema de tincion
automatico (Ventana).

Las diluciones de anticuerpos se optimizaran a 1: 100. Los portaobjetos se
desparafinan y se rehidratan usando agua destilada, y posteriormente se procesan
para PD-L1 (recuperacion de antigeno inducida por calor a pH 9,0). Utilizando como
control positivo amigdala.

5. Evaluaremos la expresion de PD-L1 solo en células tumorales. Intentaremos excluir
las células inmunitarias intratumorales, asi como los macrofagos y los linfocitos.
Definiremos la positividad de PD-L1 como cualquier célula tumoral que expresa PD-L1
en la membrana celular a cualquier intensidad.

La interpretacion de la tincidbn de inmunohistoquimica se realiz6 por un patélogo
experto.

Se evalud la intensidad y proporcién en localizacion de membrana y citoplasma y
patrén mixto.

La intensidad se gradu6 en leve, moderada y fuerte en una escala visual.

En cuanto a la proporcion se consideré como positivo cualquier intensidad lineal de la
membrana citoplasmatica parcial o completa que pueda diferenciarse del fondo (23).

Se realizaron 4 spiral array por cada caso, y cada spiral se evalu6 de forma
independiente y en conjunto para obtener un promedio de la intensidad y proporcién de
cada caso.

La deteccion previa de la mutacidon de BRAF V600E se utilizo6 método de PCR en
tiempo real.
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ANALISIS ESTADISTICO

Para su andlisis estadistico se realizdé una prueba comparativa (Chi cuadrada X2) para
buscar la asociacion entre las diferentes variables.

Se analizo la asociacion entre las categorias de estudio del carcinoma papilar de
tiroides con mutacion de BRAF presente y comparando la expresion del marcador de
inmunohistoquimica PD-L1. Se tom6 como valor estadisticamente significativo una
p<0.05.

El andlisis de frecuencia se realizé en los grupos de estudio positivos y negativos para
PD-L1 con sus variables y se tom6é como valor estadisticamente significativo una
p<0.05.

Se utilizé el programa computacional SPSS versién 24 (SPSS Inc. Software)
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RESULTADOS

DATOS GENERALES

Se identificaron 44 casos de carcinoma papilar de tiroides los cuales cumplieron con

todos los criterios de inclusion

El rango de edad fue de 18 a 71 afos y el promedio fue de 45 afios.

Distribucion por grupos de edad

>60 11
51-60

41-50

0o

31-40

21-30

=]

15-20

]

Grafica de distribucion por grupos de edad
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Segun la districucion por sexo, el 82% (36 casos) fueron del sexo femenino y el 18% (8

casos) del sexo masculino

Distribucion por sexo

Masculino
18%

Grafica de la distribucion por sexo

CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS

Se incluyeron varios subtipos de carcinoma papilar, de los cuales el tipo clasico fue el mas
frecuente con el 68% (30 casos), seguidos en orden decreciente por los tipo folicular 18% (8
casos), microcarcinoma 7% ( 3 casos), tipo anaplasico originado en carcinoma papilar 5% (2

casos) Yy tipo células altas 2% (1 caso).

Subtipos de Carcinoma Papilar

® microcarcinoma mclasico = folicular mcelulas altas = mixto/anaplasico

2%

Grafica de los subtipos de carcinoma papilar de tiroides
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Segun la extension del tumor, los casos se dividieron en 2 grupos:
e Grupo I. Carcinoma intratioirdeos: 15 casos (34%)
e Grupo Il. Carcinomas extratiroideos: 29 casos (66%)

En el grupo de carcinomas intratiroideos se incluyeon los microcarcinomas que por

definicion son de tamafio menor a 1 cm, 3 casos ( 6.81%)

N Intratiroideo

I extratiroideo

Grafica de los los grupos segun la extension del tumor

El tamafio tumoral fue de 0.6 a 14cm, con un promedio de 3.8cm.

Tamaiio tumoral Intratiroideos Extratiroideos
0-1cm, 3 (6.8%) 3 (100%) 0
1.1-2 cm,8 (18.1%) 5 (62.5%) 3(37.5%)
2.1-3cm,6 (13.6%) 1(16.6%) 5 (83.3%)
3.1-4cm,8 (18.1%) 3(37.5%) 5 (62.5%)
>4.1cm, 19 (43.1%) 3 (15.7%) 16 (84.2%)

Tabla de los carcinomas intra y extratiroideos por tamafio tumor
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Grafica con la distribucion de casos por tamafio tumoral
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Expresion del marcador de inmunohistoquimica PD-L1

La positividad de expresion de PD-L1 se observd en la mayoria de los casos
estudiados: 35 casos (80%) de los cuales 25 (71%) correspondieron a carcinoma
papilar clasico, tipo folicular 5 casos (14%), microcarcinoma 3 casos (8.5%) y
anaplasico originado en carcinoma papilar 2 casos (6%).

La negatividad de la expresion de PD-L1 se observo en 9 casos (20%) de los cuales: 5
casos (55%) correspondieron a carcinoma papilar clasico, tipo folicular 3 casos ( 33%)
y celulas altas 1 caso (11%).

Grafica de expresion de PD-L1

H Positivo
I Negativo

Grafica de la expresion de PD-L1

Expresion de PD-L1 por subtipos

mixto/anaplasico 'L 2
J

celulas altas

folicular 5

clasico bzs
microcarcinoma Lg

Grafica de la expresion de PD-L1 de los subtipos histologicos de Carcinoma Papilar

40



Spiral arrays

En todos los casos realizamos marcador de inmunohistoquimica PD-L1 utilizando spiral

arrays de tejido que consistian en 4 de cada tumor o paciente.

En algunos casos no fue posible conservar los 4 spiral array debido a defectos en la

técnica histoldgica tejido se perdio un espiral array en algunos casos.

El nimero de spiral array de los casos positivos es el siguiente: 32 casos (91.42%) con

4 espiral array y 3 casos (8.57%) con 3 espiral array evaluables.

Spiral array por caso

con 3 spiral

9%\

Grafica del numero de Spiral Array evaluado por paciente

Con el siguiente numero de spiral array positivos:

Con 1spiralarray Con 2spiralarray  Con 3spiralarray  Con 4 piral array

Casos 9 8 14 4
Porcentaje % 25.71 22.85 40 11.42

Tabla con el numero de espiral array positivos por caso
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PATRONES DE TINCION

Se evaluo la inmunoreactividad en los patrones membranoso, citoplasmatico y mixto.

Se observo positividad en un patron mixto (membrana y citoplasma) 25 casos
(71.42%), con patron membranoso 7 casos (20%) y con patron citoplasmético 3 casos
(8.57%).

Patrones
30
25
20
15
10
5
0
P. Mixto P. Membranoso P. Citoplasmatico
Grafica con los patrones de tincion
INTENSIDAD

Por patrones se observo lo siguiente:

- Patron mixto: 14 casos (56%) con misma intensidad en membrana y citoplasma
y 11 casos (44%) con la misma intensidad. Las intensidades observadas fueron
leve, moderada y fuerte.

- Patron membranoso: 2 casos (28.57%) con intensidad leve, 5 casos (71.42%)
con intensidad moderada.

- Patron citoplasmatico: 2 casos (66.66%) con intensidad leve y 1 caso (33.33%)
con intensidad moderada.
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10

Patron mixto

e i

leve moderado fuerte fuerte/leve fuerte/mod mod/leve

Grafica con los casos positivos con patron mixto (membranoso y citoplasmatico) con misma y diferente intensidad

leve

Patron membranoso

0

mod erado fuerte

Grafica con los casos positivos con patron membranoso

Estado
PD-L1 POSITIVO Total
JINTENSIDAD MEMBRANA LEVE Recuento T 7
% dentro de Estado 21,9% 21,9%
MODERADA Recuento 18 18
% dentro de Estado 56,3% 56,3%
FUERTE Recuento T 7
% dentro de Estado 21,9% 21,9%
Total Recuento 3z 32
% dentro de Estado 100,0% 100,0%

Tabla. Total de casos positivos con patron membranoso, incluyendo los casos presentes en el patron mixto.
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Grafica . Total de casos positivos con patron membranoso, incluyendo los casos presentes en el patron mixto.

Patron citoplasmatico

0

leve moderado fuerte

Grafica con los casos positivos con patron citoplasmatico
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PROPORCION

El rango de proporcion observada fue de <1% hasta el 20% con el siguiente numero y
distribucion de casos en orden decrececiente: 1% diecisiete casos (48.57%), 2% 6
casos ( 17.14%), <1% tres casos (8.57%), 4% tres casos (8.57%), 5% tres casos
(8.57%), 1.5% un caso (2.85%), 3% un caso (2.85%) y 20% un caso (2.85%).

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

M casos M proporcion

Grafica de la proprcion de positividad de PD-L1
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Expresion de PD-L1 en relacion al tamafio y extension tumoral

En relacion tamafio tumoral se observo la siguiente expresion:

Tamano tumoral

0-1cm, 3 (6.8%)
1.1-2cm, 8 (18.1%)
2.1-3cm,6 (13,6%)
3.14cm,8 (18.1%)

>4.1cm, 19 (43,1%)

Casos positivos Casos negativos
3 (8.5%) 0
4 (11.4%) 4 (44 .4%)
6 (17.1%) 0
6(17.1%) 2(22.2%)
16 (45.7%) 3 (33.3%)

Tabla de la distribucion del inmunorreactividad de PD-L1 en relacion al tamafio tumoral

En relacion a la extension del tumor se observo la siguiente expresion:

Intratiroideos Extratiroideos
Casos positivos 11 (73,3%) 24 (82,7%)
Casos negativos 4 (26.6%) 5(17.2%)

Tabla de la distribucion del inmunorreactividad de PD-L1 en relacion a la extension tumoral
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Tabla del andlisis estadistico de la comparacién en la expresion de PD-L1 con cada uno de los

parametros histologicos estudiados.

Variable PD-L1 (+) PDL-1 (-)

Total de casos 35 80% 9 20%

Patrén de tincién

* Membrana 7 20% 0.389
+ Citoplasma 3 8.5%
* Mixto 25 71,4%

Sub variante histolégica

* Microcarcinoma 3 8.5% 0 -

+ Clasico 25 71.4% 5 55.5%

*  Folicular 5 14.2% 3 33.3% 0.143
+ Células altas 0 - 1 11.1%

* Mixto/anaplasico 2 5.7% 0 -

Tamano tumoral

* 0-1lcm 3 8.5% 0 =

« 11-2cm 4 11.4% 4 44.4%

« 2.1-3cm 6 17.1% 0 - 0.008
« 3.14cm 6 17.1% 2 22.2%

« >41cm 16 45.7% 3 33.3%

Extension tumoral

e |Intratiroideo 11 31,4% 4 44,4% 0.464

» Extratiroideo 24 68,5% 5 55,5%
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Expresion del marcador de inmunohistoquimica PD-L1
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Imagenes del marcador de inmunohistoquimica PD-L1

1. Imagen esquematica de los 4 casos incluidos por laminillas, tefiidos con inmunohistoquimica
para PD-L1

2. Imagen a gran aumento de un spiral array, que representa el caso numero 5, el cual fue positivo
en los 4 espirales en un patréon mixto, es decir membranoso y citoplasmatico con intensidad

moderada en un 4%.

2a. Fotomicrografia de un acercamiento a 40x del caso numero 5, (flechas) tincion

citoplasmatica y membranosa circunferencia parcial con intensidad moderada.

2b. Fotomicrografia de un acercamiento a 40x del caso nimero 5, (flechas) tincibn membranosa

circunferencia parcial con intensidad leve

2c. Fotomicrografia de un acercamiento a 40x del caso numero 5, (flecha) membranosa

circunferencia completa con intensidad moderada.
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Expresidon del marcador de inmunohistoquimica PD-L1
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Imagenes del marcador de inmunohistoquimica PD-L1

3. Fotomicrografia (40x) del caso numero 1. Tincion membranosa circunferencias parcial con

intensad moderada (flecha)

4. Fotomicrografia (40x) del caso nimero 2. Tincibn membranosa circunferencias completa con

intensad moderada (flecha)
5. Fotomicrografia (40x) del caso nimero 5. Tincidn citoplasmatica con intensad moderada (flecha)

6. Fotomicrografia (40x) del caso namero 7. El cual fue negativo para PD-L1. La flecha sefiala

macréfagos inmunorreactivos.

7. Fotomicrografia (40x) del caso ndmero 9. Tincibn membranosa circunferencial parcial con

intensad leve (flecha)

7a. Fotomicrografia (40x) del caso nimero 9. Tincién citoplasmatica con intensidad moderada
(flecha negra) y tincion membranosa circunferencial incompleta con intensad moderada (flecha

roja)
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Expresidon del marcador de inmunohistoquimica PD-L1




Imagenes del marcador de inmunohistoquimica PD-L1

8

10

Fotomicrografia (40x) del caso ndmero 13. Tincién citoplasmética con intensad fuerte
(flecha)

Fotomicrografia (10x) del caso numero 14. Tincién citoplasmética y membranosa con

intensad fuerte (flechas)

Caso numero 15. El cual fue positivo en 4 de 4 spiral array con patron te tincion mixto
(membranoso y citoplasmatico). Tincion membranosa con intensidad fuerte en el 20% vy

tincién citoplasmatica con intensidad moderada en el 20%.

Fotomicrografia (40x) del caso numero 15. En el mismo campo se observa tincién
membranosa circunferencial incompleta con patrén fuerte y tincion citoplasmatica con

intensidad moderada (flechas).

10a. Fotomicrografia (40x) del caso numero 15. Tincion citoplasmatica con intensidad

moderada (flecha)

10b.

Fotomicrografia (40x) del caso niamero 15. Tincién citoplasmética y membranosa

circunferencial completa con intensidad moderada (flecha)

10c. Fotomicrografia (40x) del caso numero 15. Tincibn membranosa circunferencial

incompleta con intensad fuerte (flechas)
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Expresidon del marcador de inmunohistoquimica PD-L1
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Imagenes del marcador de inmunohistoquimica PD-L1

10d. Fotomicrografia (10x) del caso niumero 15. Tincién citoplasmatica y membranosa con

intensidad fuerte (flechas)

10e y f. Fotomicrografias (40x) del caso ndmero 15. Tincion membranosa circunferencial

incompleta con intensidad de leve a fuerte (flechas)

11 . Fotomicrografia (40x) del caso numero 18. Tincibn membranosa circunferencial

incompleta con intensad fuerte (flecha) .

1l1a. Fotomicrografia (40x) del caso nimero 18. Tincidén con patron mixto (membranosa y

citoplasmaético) circunferencial incompleta con intensad fuerte (flecha)

12 . Caso numero 19. El cual fue positivo en 4 de 4 spiral array con patrén te tincion mixto
(membranoso y citoplasmético). Tincibn membranosa con intensidad fuerte en el 2% y

tincién citoplasmatica en el 1%.

Fotomicrografia (40x) del caso nimero 19. Tincién membranosa circunferencial incompleta

con intensidad moderada (flecha).
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Expresidon del marcador de inmunohistoquimica PD-L1
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Imagenes del marcador de inmunohistoquimica PD-L1

12a. Fotomicrografia (40x) del caso nimero 19. Tincibn membranosa circunferencial parcial

con intensidad moderada (flecha)

12b. Fotomicrografia (40x) del caso numero 19. Tincidn citoplasmética y membranosa

circunferencial incompleta con intensidad fuerte (flecha)

13 . Caso numero 21. El cual fue positivo en 3 de 4 spiral array con patron te tincion mixto
(membranoso y citoplasmético). Tincibn membranosa con intensidad fuerte en el 5% y

tincién citoplasmatica con intensidad moderada en el 2%.

Fotomicrografia (40x) del caso nimero 21. Tincion membranosa circunferencial incompleta

con intensidad fuerte (flecha).

13a. Fotomicrografia (40x) del caso numero 21. Tincibn membranosa circunferencial

completa con intensad fuerte (flecha)

13b. Fotomicrografia (40x) del caso nimero 21. Tincién con patrén mixto (citoplasmatico y

membranoso) circunferencial completo con intensad fuerte (flecha)

13c. Fotomicrografia (40x) del caso numero 21. Tincién citoplasmatica con intensad

moderada (flechas)
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DISCUSION.

Aunque el campo de la oncologia ha tenido gran ayuda gracias a la informacién que se
puede obtener de técnicas auxiliares diagnosticas, como los marcadores de
inmunohistoquimica y biologia molecular, el problema de identificar los casos de
carcinoma papilar de tiroides con comportamiento agresivo sigue siendo un campo de
investigacion en la patologia endocrina. Por lo que son de gran utilidad los parametros
histopatolégicos como predictores del comportamiento de la neoplasia, sin embargo
sigue existiendo la inquietud de encontrar otras herramientas que puedan ser Uutiles

para identificar los casos que tienen un comportamiento mas agresivo.

Nuestro estudio se basa en una nueva técnica histolégica llamada —Spiral Arrayll, que
consiste en un corte horizontal de tejido con un grosor mayor a los cortes histolégico
habituales, lo cuales se enrollan y seccionan en subcilindros, de tal forma que se
estudia un corte completo del tejido en menos espacio. Por lo que podemos lograr
mejorar la representacion de areas multiples en un tumor y al mismo tiempo mantener
las ventajas de micro array convencionales y eliminar el sesgo en la seleccion del
tejido. Ademas de que las secciones son idénticas a los cortes histologicos habituales
con hematoxilina y eosina.

En nuestro estudio incluimos 4 espiral array por caso, en algunos casos no fue posible
conservarlos todos por defectos en la técnica histologica por que en algunos casos solo

fue posible evaluar 3 spiral array

Encontramos que a mayor namero de spiral array habia mas casos inmunorreactivos,
el mayor niumero de casos se observé con 3 spiral array positivos (40%) y el menor
namero de casos se observd con 4 spiral array positivos (11.42%), esto debido a la

heterogeneidad del marcador de inmunohistoquimica estudiado, PD-L1.

Segun lo reportado en la literatura, se ha observado un mayor rango de intensidad en

la inmunotincion en tejidos estudiados con técnica de spiral array que en los casos con
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técnica de micro array, en uno de dos marcadores de inmunohistoquimica, lo que indica
una alta probabilidad de una mejor representacion de la heterogeneidad tisular con

técnica de spiral array (Fukuoka y colaboradores. 2012)21

En un estudio previo donde se evalud la expresion de PD-L1 mediante la técnica de
espiral array en cancer de pulmoén se encontré lo siguiente:

Ellos dividieron cada espiral en 8 segmentos y observaron que el 50% de los
segmentos eran negativos en los casos con expresion heterogénea entre el 50 y 76%.
Y lo atribuyen al uso de una sola clona (28-8) de PD-L1 (Nakamura y colaboradores.
2017). 22

Evaluamos la expresion de PD-L1 en carcinoma papilar de tiroides con la mutacion de
BRAF V600e.

En estudio previo de 72 casos de carcinoma papilar de tiroides, 51 fueron clasicos de
los cuales en 42 se observo la mutacion BRAF, 17 fueron patron folicular de los cuales
en 9 mostraron la mutacion BRAF, de otras variedades 2 esclerosantes, 1 de células

altas y 2 anaplasicos no mostraron la mutacién BRAF. 20

En nuestro estudio encontramos que el 80% de los casos estudiados fueron positivos
para la expresion de PD-L1 en alguno de los patrones de intensidad estudiados.

Se observé que la mayor parte de los casos (71.42%) se expresd con un patrén mixto,
es decir membranoso y citoplasmético, seguido por el patrén membranoso (20%) y en
menor porcentaje con un patrén citoplasmatico (8.57%). La intensidad que se presenté
con mayor frecuencia en los tres patrones fue moderada y la proporcion que se mas se
observo fue del 1% con diecisiete casos (48.57%).

En cuanto a la sub variante histologica el carcinoma papilar de tiroides clasico fue el

gue con mayor frecuencia fue positivo para PD-L1 en 25 casos (71.4%).
Se incluyé en nuestro estudio un carcinoma variedad células altas el cual fue negativo.

Otros casos de carcinoma de mal pronostico fueron dos carcinomas anaplasicos

originados en un carcinoma papilar de tiroides los cuales fueron positivos para PD-L1,
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uno en un patron membranoso leve en <1% y el otro en un patrén mixto fuerte en el
2%.

En varios estudios previos se habla sobre la expresion de PD-L1 en carcinomas
anaplasico, en un uno de ellos se informa que es poco frecuente, la identificacion de
la expresion de PD-L1 en el carcinoma anaplésico y que la identificacion podria tener

una relevancia terapéutica directa para los pacientes.

Pero dos estudios previos (Wu et al. 2015, Bastman et al. 2016) informaron la
expresion de PD-L1 en los carcinomas anaplasicos de tiroides, y la frecuencia de

positividad de PD-L1 fue del 75% y 23%, respectivamente. (Ahn y colaboradores) 23

En relacion al tamafio tumoral, el mayor nUmero de casos positivos para PD-L1 se
observd en los mayores de >4 cm con un 45.7% de los casos y solamente este
relacion fue estadisticamente significativa (p=0.008).

Hasta ahora en lo publicado en la literatura no existe algo sobre la relacion de PD-L1 y
el tamafio tumoral, (Ahn y colaboradores) 23 incluyo el tamafio tumoral de los casos con

PD-L1 positivo y el rango iba de 0.7 a 5.1 cm.

También se estudio la extension tumoral y encontramos que el mayor nimero de casos

PD-L1 positivos fueron extratiroideos (68.5%)

Todos los casos tenian mutacion V600e del gen BRAF por lo que este parametro es
una constante y no es posible obtener una significancia estadistica en relacion al
estado de PD-L1.

Lo reportado en la literatura en cuanto a la relacion de PD-L1 con mutacion de BRAF
no hubo asociacion entre ellas. De 322 casos de carcinoma de tiroides analizados,
187 casos (93.03%) eran negativos para la expresion de PD-L1 y 14 casos (6.96%)
eran positivos y de estos, 13 correspondian a carcinoma papilar clasico y uno a
carcinoma anaplasico de tiroides, con una significancia estadistica de (p 0.873). (Ahn

y colaboradores) 23
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CONCLUSION

Este es el primer estudio para evaluar la expresion intratumoral de PD-L1 del
carcinoma papilar de tiroides con mutaciéon de V600e del gen BRAF, utilizando la
técnica de espiral array.

En nuestro estudio la correlacion de la expresion de PD-L1 en Carcinomas Papilares de
Tiroides con mutacion V600E del gen BRAF mediante la técnica de Espiral Array no
fue estadisticamente significativa (35 resultaron positivos para PD-L1 de 44 casos con
la mutacion BRAF V600E.

De los 44 casos estudiados: 35 fueron positivos para PD-L1 y 9 casos negativos.

Se observaron tres patrones de tincion: 1) Mixto (membrana y citoplasma) en el 71.4%,
2) Membranoso en el 20% y 3) Citoplasmatico en el 8.5%.

El rango de proporcion observada fue desde <1 hasta el 20%.

No se encontré correlacion estadisticamente significativa entre la expresion de PD-L1 y
mutacién BRAF con la variedad histolégica de tumor (p 0.143)

La expresion de PDL-1 correlacion6 positivamente con el tamafio tumoral observando
mayor positividad en tumores mayores de 4.1 cm (p 0.008).

En cuanto a la extensién tumoral intra y extratiroidea no se observé correlacion
estadisticamente significativa (p 0.464)

De acuerdo a los resultados encontrados en el andlisis histologico, inmunohistoquimico
y de biologia molecular realizados en los casos de carcinoma papilar de tiroides y
analizados en este estudio, llegamos a la conclusion de que el tamafio tumoral es el
Unico parametro estadisticamente significativo (p 0.008) en relacion al la positividad de
PD-L1.
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RESUMEN

ANTECEDENTES: EI cancer de tiroides representa aproximadamente el 1% a 1.5%, de
todos los tumores malignos diagnosticados en los Estados Unidos, y su incidencia ha
aumentado continuamente en las ultimas tres décadas en todo el mundo, esta tendencia
estad presente en todos los continentes, excepto en africa, donde la deteccion es
posiblemente insuficiente.

En cuanto a su clasificacién histologica el carcinoma papilar consiste en 85-90% de todos
los casos de cancer de tiroides, seguido de carcinoma folicular (5-10%) y carcinoma
medular (alrededor del 2%), carcinoma anaplasico representa menos del 2% de los
canceres de tiroides y suele aparecer en los pacientes de edad avanzada.

La mutacion BRAF V600E (mutacion BRAF) se ha informado en el 18% a 87% de
canceres de tiroides, incluso hasta en 69% de los carcinomas papilares de tiroides (CPT)
y en 20% a 40% de carcinomas anaplasicos de tiroides (CAT). Actualmente, la mutacion
BRAF se esta evaluando como una posible herramienta de escrutinio para la extension de
la cirugia tiroidea y como un posible objetivo terapéutico en CPT.

Se cree que esta mutacion desempefia un papel importante en la patogénesis de CPT a
través de la activacion de la ruta de proteina cinasa, que afecta la regulacion
transcripcional y la expresion de varios genes que estan implicados en la proliferacion
celular, la supervivencia y la progresion del cancer. La mutacion BRAF también se cree
gue inhibe el cotransportardor de yoduro de sodio, que facilita la captacion de yodo y se
ha asociado con CPT que son refractarios a la terapia con yodo radiactivo.

La terapia inmunitaria inhibitoria de punto de control parece cada vez mas plausible como
una posible estrategia de investigacion para el tratamiento de los canceres de tiroides,
esto lo sugieren los hallazgos tempranos de estudios realizados.

El receptor de la muerte celular programada 1 (PD-1) y la proteina del ligando muerte
programada 1 (PD-L1) estan implicados en la capacidad de algunos tumores de evadir 0
suprimir las respuestas inmunitarias antitumorales de los pacientes, a través de
mecanismos que parecen incluir la supresion de CD8 + Células T. En algunos canceres,
la sobreexpresion PD-L1 se asocia con un mal pronéstico. (2,3)

La inhibicién dirigida de la via de control de inmunidad PD-1 / PD-L1 ha generado gran
interés en los Ultimos afios como una estrategia prometedora para tratar el melanoma, el
cancer de pulmédn de células no pequefias y los canceres renales y colorrectales.

Actualmente, los investigadores estan explorando el papel de la via PD-1 / PD-L1 en el
cancer de tiroides con interesantes resultados tempranos en estudios retrospectivos.
Existen estudios cuyos resultados sugieren que la expresion de PD-L1 en células
tumorales y microambiente adyacente se correlaciona con Carcinoma Papilar de tiroides
metastasico agresivo y una supervivencia acortada, esto podria justificar la aplicacion
potencial de inmunoterapia anti PD-1 / PD-L1 para estos pacientes refractarios.

En estudios recientes los pacientes con células tumorales que expresan PD-L1 tuvieron
tiempos de sobrevida media significativamente mas cortos que aquellos con células
tumorales negativas para PD-L1 (60 meses frente a 186 meses, P = 0,001), y los niveles
mas altos de PD-L1 se observaron en los estadios IlI-1V de CPT, en comparacion con los
estadios I-11A y los nédulos benignos de tiroides.
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En un estudio realizado en el Hospital de Harvard encontraron que los tumores con la
mutacion BRAF expresan con mayor frecuencia niveles elevados de inmunosupresor
ligando 1 de muerte programada (53% frente a 12,5%) y antigeno leucocitario humano G
(41% frente a 12,5%) en comparacion con los tumores BRAF wild-type.

Se encontrd que los CPT sobre expresan PD-L1y se encontrd con frecuencia en el 53%
de los casos, lo que confirma los hallazgos de Cunha et al. Demostrando un aumento de
la tincion de PD-L1 en muestras de cancer de tiroides en comparacion con tejido tiroideo
benigno.

La expresion de PD-L1 en el cancer de tiroides se ha asociado con una serie de
indicadores de mal pronostico, prometiendo anticuerpos antagonistas de la via PD-1 / PD-
L1 actualmente en ensayos clinicos para otros tumores solidos que deberian considerarse
para la inmunoterapia de PTC una vez que estén clinicamente disponibles.

OBJETIVO: Determinar la expresién de PD-L1 en Carcinomas Papilares de Tiroides con
mutacion V600OE del gen BRAF mediante la técnica de Spiral Arra. Asi como la expresion
de PDL-1 en las células epiteliales del carcinoma papilar de tiroides y correlacionar la
expresion de PDL-1 con la variedad histolégica del tumor, tamafio tumoral y grado de
extension tumoral.

MATERIAL Y METODOS: De una base de datos previamente realizada de los archivos
de del Servicio de Anatomia Patolégica y Citopatologia del Hospital Universitario —Dr. José
Eleuterio Gonzéalezll, se recabaron los casos de Carcinoma Papilar de tiroides que
tuvieran presente la mutacién V600OE del gen BRAF los cuales se establecieron en el
protocolo de tesis —Expresion de los marcadores del ciclo celular Ciclina D1 y P27 y
mutacion en el gen BRAF en el Carcinoma Papilar intra y extratiroideo (Clave de registro:
AP12-002)Il

Se contruyeron spiral array de cada uno de los bloques de parafina seleccionados, a los
cuales se realizo inmunohistoquimica para PD-L1(clona 28-8, Abcam).

La deteccion previa de la mutacion de BRAF V600E se utiliz6 método de PCR en tiempo
real.

RESULTADOS: De 44 casos estudiados, 35 fueron positivos para PD-L1 y 9 casos
negativos. La mayor parte correspondian a carcinoma papilar clasico (71%). Todos los
casos tenian presente la mutacion BRAF V600E.

Se observd que a mayor numero de spiral array mayor namero era la inmunorreactividad
para PD-L1. Los patrones de tincion observados fueron membranoso, citoplasmatico y
mixto, siendo este Ultimo el que se presentd en mayor niumero de casos. En rango de
intensidad fue de <1 hasta el 20%.

En cuanto al tamafio tumoral, el mayor nUmero de casos positivos se presento en el grupo
de mas 4.1 cm. con 16 casos (45.7%), y en cuanto a la extension tumoral el mayor
namero de casos se presento en los extratiroideos con 24 casos (82.7%).

DISCUSION: En nuestro estudio incluimos 4 espiral array por caso, en algunos casos no

fue posible conservarlos todos por defectos en la técnica histolégica porque en algunos
casos solo fue posible evaluar 3 spiral array
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Encontramos que a mayor numero de spiral array habia més casos inmunorreactivos, el
mayor numero de casos se observo con 3 spiral array positivos (40%) y el menor numero
de casos se observd con 4 spiral array positivos (11.42%), esto debido a la
heterogeneidad del marcador de inmunohistoquimica estudiado, PD-L1.

En nuestro estudio encontramos que el 80% de los casos estudiados fueron positivos
para la expresion de PD-L1 en alguno de los patrones de intensidad estudiados.

Se observé que la mayor parte de los casos (71.42%) se expreso con un patron mixto, es
decir membranoso y citoplasmético, seguido por el patrén membranoso (20%) y en
menor porcentaje con un patron citoplasmatico (8.57%). La intensidad que se presento
con mayor frecuencia en los tres patrones fue moderada y la proporcién que se mas se
observo fue del 1% con diecisiete casos (48.57%).

En cuanto a la sub variante histolégica el carcinoma papilar de tiroides clasico fue el que
con mayor frecuencia fue positivo para PD-L1 en 25 casos (71.4%).

Otros casos de carcinoma de mal pronostico fueron dos carcinomas anaplasicos
originados en un carcinoma papilar de tiroides los cuales fueron positivos para PD-L1, uno
en un patrén membranoso leve en <1% y el otro en un patrén mixto fuerte en el 2%.

En relacion al tamafio tumoral, el mayor nimero de casos positivos para PD-L1 se
observé en los mayores de >4 cm con un 45.7% de los casos y solamente este relacion
fue estadisticamente significativa (p=0.008).

También se estudid la extension tumoral y encontramos que el mayor nimero de casos
PD-L1 positivos fueron extratiroideos (68.5%)

Todos los casos tenian mutacion V600e del gen BRAF por lo que este parametro es una
constante y no es posible obtener una significancia estadistica en relacion al estado de
PD-L1.

CONCLUSION: En nuestro estudio de los 44 casos estudiados con mutacién V60OE del
gen BRAF: 35 fueron positivos para PD-L1 y 9  casos negativos, sin embargo la
correlacion de la expresion de PD-L1 en Carcinomas Papilares de Tiroides con mutacion
V600E del gen BRAF no fue estadisticamente significativa.

En cuanto a los patrones de expresion se observaron tres patrones de tincion: 1)
Membranoso 2) Citoplasmatico y 3) Mixto (membrana y citoplasma). El rango de
proporcién de positividad observada fue desde menos de 1% hasta el 20%.

No se encontrd correlacion estadisticamente significativa entre la expresion de PD-L1 y
mutacién BRAF con la variedad histolégica de tumor (p 0.143)

La expresion de PD-L1 correlaciono positivamente con el tamafio tumoral observando
mayor positividad en tumores mayores de 4.1 cm (p 0.008).

En cuanto a la extension tumoral intra y extratiroidea no se observo correlacion
estadisticamente significativa (p 0.464).

Como aportacion en este estudio demostramos la utilidad de la técnica de espiral arrays
para estudiar la expresidon de PD-L1 ya que como se demostré esta tiende a ser
heterogenea y en los cortes espirales a diferentes niveles del tumor se observo
positividad unicelular o multicelular aislada y en ninguno de nuestros casos observamos
expresion difusa u homogénea en los tumores.
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