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ABSTRACT

Background

I noduli tiroidei a citologia indeterminata rappresentano a tutt’oggi
un’importante sfida diagnostica. Diverse strategie sono state messe in
atto allo scopo di migliorare sensibilita ed accuratezza diagnostica con
particolare attenzione nei confronti di tecniche ecografiche e marcatori
biomolecolari. I dati qui riportati rappresentano una valutazione ad
interim di un disegno sperimentale il cui obiettivo ¢ quello di verificare
la valutazione combinata dei risultati derivanti da: a) caratteristiche
ecografiche e b) biologia molecolare su citoaspirazione nella diagnosi

di tali noduli tiroidei.

Materiali e metodi

Sono stati arruolati consecutivamente 80 pazienti con nodulo/i
tiroideo/i gia sottoposti ad agoaspirazione con ago sottile con riscontro
di diagnosi citologica di Classe 3, Classe 4 e Classe 5 secondo Bethesda.
Ogni nodulo ¢ stato rivalutato con ecografia, inclusa elastografia, e
sottoposto nuovamente ad agoaspirato per studio biomolecolare su
citoaspirato. Per ogni nodulo sono state stimate le classi ecografiche di
rischio basate sulle classificazioni AME/AACE 2016 ed ATA 2015. 11
rischio elastografico ¢ stato suddiviso in 3 classi (score 1, 2, 3) come
indicato dalla Letteratura. Al momento della raccolta dati, le indagini

biomolecolari erano disponibili solo per analisi mutazionale di

BRAFV600E. Analisi statistica: per valutare la relazione tra variabili



qualitative/quantitative ed wuna singola variabile dicotomica (es.
benignita vs malignita) sono stati usati modelli di regressione logistica
univariata. La relazione tra variabili qualitative/quantitative ed una
singola variabile politomica & stata valutata mediante: chi quadrato o
test esatto di Fisher-Freeman-Halton, ANOVA o test di Kruskal-Wallis
come pil appropriato. Per valutare la combinazione di due variabili
nella stima del rischio di malignita, ¢ stata considerata come
combinazione negativa [’assenza di due fattori di rischio e come
combinazione positiva la presenza di almeno un fattore di rischio. E’
stata successivamente calcolata sensibilita, specificita, potere
predittivo positivo (PPV) e potere predittivo negativo (NPV) con

relativi intervalli di confidenza al 95%.

Risultati

In totale, 82 noduli sono stati esaminati: 21 (26%) appartenenti alla
classe citologica 3, 53 (65%) alla classe citologica 4, e 8 (9%) alla
classe citologica 5. Per 69 (84%) noduli era disponibile 1’esame
istologico; di questi casi il 38% aveva un’istologia maligna. Nessuna
differenza tra le classi citologiche & stata riscontrata per: eta, sesso,
caratteristiche ecografiche inclusa elastografia. La mutazione
BRAVG60OE ¢ stata riscontrata in 1 nodulo della classe citologica 4 e in
2 noduli della classe citologica 5, ma in nessun nodulo della classe
citologica 3. La prevalenza di malignita ¢ risultata sovrapponibile ai
dati della letteratura per le classi 4 e 5 mentre per la classe 3 essa ¢

risultata maggiore.



Suddividendo i noduli secondo le classi di rischio ecografico, una
maggiore sensibilita (73% vs 50%) ed una minore specificita (33% vs
58%) sono state riscontrate applicando la classificazione ATA 2015,
rispetto a quella AME/AACE mentre sovrapponibili tra le due
classificazioni apparivano PPV ed NPV.

Nessuna delle singole caratteristiche ecografiche era predittiva di
malignita. Tuttavia, la combinazione tra 1’assenza di disomogeneita
all’ecografia ed un pattern elastografico a basso rischio (score 1 versus
score 2+43) rappresentava una condizione caratterizzata da un NPV
dell’80% con una sensibilita del 84,6%. Non ¢ stato possibile valutare
alcuna combinazione tra caratteristiche ecografiche e test mutazionale

la cui prevalenza era troppo bassa.

Conclusioni

I dati di questo studio, pur rappresentando una valutazione preliminare,
suggeriscono che nei noduli a citologia indeterminata gli aspetti
ecografici non sembrano utili nel predire il rischio di malignita.
All’opposto, la combinazione tra assenza di disomogeneita ecografica e
pattern elastografico a basso rischio appare altamente correlata ad
istologia benigna. Di scarso significato, in questa tipologia di noduli,

sembra essere la valutazione mutazionale di BRAF.
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EPIDEMIOLOGIA

I noduli tiroidei rappresentano una rilevante problematica clinica. Studi
epidemiologici hanno mostrato che la prevalenza di noduli tiroidei
rilevabili all’ispezione oppure palpatoriamente & approssimativamente
del 3-7%"2. Al contrario, I’ecografia tiroidea puo evidenziare nodularita
tiroidee nel 20-76% di individui selezionati in modo random?4, con una
frequenza maggiore nelle donne e nei soggetti anziani>®, prevalenza
simile a quella dei rilievi autoptici’. Inoltre, nel 20-48% dei pazienti
con un solo nodulo palpabile, I’esame ecografico rileva la presenta di

atre formazioni nodulari?®

. I noduli tiroidei sono piu frequenti nei
soggetti anziani, di sesso femminile, nei residenti in area a carenza
iodica e negli esposti a radiazioni ionizzanti®. I noduli tiroidei possono
essere rilevati occasionalmente durante indagini di diagnostica per
immagine che coinvolgono il distretto tiroideo; in particolare, ¢
dimostrato che tali formazioni vengono diagnosticati nel 67% dei casi
ecograficamente!, nel 16% durante indagini TAC e/o RMN!!, nel 9,4%
durante ecocolordoppler dei tronchi sovraortici'?, e nel 2-3% durante
indagini PET 3. Recentemente, & stato descritto ¥, come, in una
popolazione di soggetti residenti in un’area a moderata carenza iodica
(Provincia di Parma), oltre il 75% di noduli risultati poi maligni sia

stato diagnosticato in maniera incidentale. Inoltre, ad eccezione dei casi

in cui i noduli sono stati rilevati nel follow-up di preesistenti tireopatie,

12



N

la prima causa di riscontro ¢ risultato essere rappresentata da indagini
di imaging non primariamente rivolte allo studio della patologia tiroidea
e fra esse, la maggior parte ¢ costituita da ecografie di screening.
Solamente in una minoranza di casi (22%) il rilevo & stato sintomatico
0 visivo.

Tutto questo ha inevitabilmente condotto ad una “epidemia” di noduli
tiroide non palpabili, spesso di piccole dimensioni o comunque ai limiti
della capacita di risoluzione ecografical.

Dal punto di vista clinico, di primaria importanza risulta la necessita di
escludere la presenza di cancro tiroideo, che pud essere riscontrato nel
7-15% dei noduli tiroidei, a seconda di eta, sesso, esposizione a
radiazioni ionizzanti, familiaritd o altri fattori'®!7. Il carcinoma tiroideo
differenziato (differentiated thyroid cancer, DTC), che include il
carcinoma papillare e il carcinoma follicolare, rappresenta la maggior
parte di tutti i tumori tiroidei (>90%)'8. Negli Stati Uniti nel 2014 sono
stati diagnosticati circa 63.000 nuovi casi di neoplasia tiroidea !,
rispetto ai 37.200 casi del 2009. L’incidenza annua in circa 35 anni ¢
triplicata, passando da 4,9 casi/100.000 soggetti nel 1975 a 14,3
casi/100.000 nel 20092°, Queste variazioni sono in gran parte attribuibili
all’incremento di incidenza del carcinoma tiroideo papillare (papillary
thyroid cancer, PTC). Inoltre, il 25% dei carcinomi tiroidei
diagnosticati negli anni 1988-89 aveva dimensioni inferiori a 1 cm,
rispetto al 39% dei nuovi casi diagnosticati nel biennio 2008-092'.

Questi cambiamenti possono essere ricondotti ad una maggior

13



diffusione dell’impiego dell’ecografia del collo e quindi ad una
diagnosi pill precoce??, condizioni queste che stanno modificando
1’approccio iniziale, il trattamento e il follow-up per molti pazienti con
carcinoma tiroideo. Uno studio ha previsto che nel 2019 il carcinoma
papillare diventerd il terzo tumore per frequenza nelle donne?. E’
pertanto di fondamentale importanza migliorare 1’outcome a lungo

termine dei soggetti con neoplasie tiroidee.
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IL NODULO TIROIDEO

Storicamente, il nodulo tiroideo ¢ stato sempre descritto come una
formazione palpabile all’interno della ghiandola tiroidea. Attualmente,
risulta molto piu appropriato definirlo come una lesione che ¢
distinguibile alla rilevazione ecografica oppure mediante 1’impiego di
altre tecniche di imaging?*. Pertanto, tutte le formazioni rilevate
palpatoriamente meritano di essere approfondite ecograficamente?.
Non tutte le anormalita rilevabili radiograficamente rientrano
perfettamente nei criteri per la definizione e pertanto non possono
essere considerate come tali. I noduli non palpabili riscontrati
ecograficamente o mediante altre tecniche di imaging vengono definiti
“incidentalomi”. I noduli non palpabili, e confermati ecograficamente,
hanno lo stesso rischio di malignita dei noduli palpabili, a parita di
dimensioni ?. In linea generale, solamente i noduli di dimensioni
superiori a 1-1,5 cm sono meritevoli di valutazione, in quanto possono
potenzialmente essere piu probabilmente maligni; tuttavia anche noduli
di dimensioni inferiori a 1 cm possono richiedere attenzione, soprattutto
in particolari tipi di pazienti e se presentano caratteristiche ecografiche
di sospetto, se si associano a linfoadenopatie, o ad altri fattori di rischio
clinici.

In seguito al riscontro di nodulo tiroideo ¢ raccomandata, in accordo

con le linee guida di riferimento?’, un’accurata valutazione della
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ghiandola tiroidea e delle stazioni linfonodali laterocervicali;
un’attenta valutazione anamnestica al fine di valutare la presenza di
fattori di rischio specifici, quali storia di irradiazione nella regione
testa-collo in eta giovanile, pregressa irradiazione total-body per
trapianto di midollo osseo?®, esposizione a radiazioni ionizzanti in eta
infantile e adolescenziale?®, familiaritd per carcinoma tiroideo (parenti
di primo grado) o sindromi familiari associate a carcinoma tiroideo (es.
sindrome di Cowden, poliposi adenomatosa familiare, complesso di
Carney, neoplasia endocrina multipla [MEN], sindrome di Wermer);
caratteristiche di sospetto quali rapida crescita del nodulo e/o comparsa
di disfonia, e/o nodulo dotato di elevata captazione alla FDG-PET.
Infatti, una recente metanalisi ha confermato che circa un terzo (35%)
dei noduli tiroidei captanti alla FDG-PET risultano essere maligni, con
un piu alto SUVmax nei noduli maligni rispetto ai benigni (6,9 vs 4,8,

p<0.001)3%.

In tutti i soggetti con sospetto nodulo tiroideo, gozzo o riscontro
occasionale di nodulo tiroideo deve essere eseguita una ecografia
tiroidea, volta alla valutazione del parenchima tiroideo (volume e
struttura); del nodulo (dimensioni, posizione e caratteristiche); e delle

stazioni linfonodali del compartimento centrale e laterocervicale.

Se clinicamente indicato, 1’agoaspirazione ¢ la metodica di scelta per la
valutazione dei noduli tiroidei e consente una diagnosi di certezza di
)31.32

benignita o malignitd nella maggior parte dei casi (70-80%

Tuttavia, nel rimanente 20-30% dei noduli, la diagnosi citologica risulta

16



indeterminata, in quanto le caratteristiche citologiche del materiale
agoaspirativo non sono tali da consentire una diagnosi definitiva di

benignita o malignita3.
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CLASSIFICAZIONE E CARATTERISTICHE

ISTOPATOLOGICHE DEI TUMORI TIROIDEI

Sono descritti diversi tipi di neoplasie tiroidee; qui di seguito vengono
descritti i principali; una argomentazione pit completa e dettagliata puo

essere trovata nei trattati di patologia endocrina di riferimento3*.

CARCINOMA TIROIDEO DIFFERENZIATO

I1 DTC deriva dalle cellule epiteliali follicolari tiroidee e rappresenta
la neoplasia piu frequente tra tutti i tumori tiroidei (oltre il 90%). Tra
le forme differenziate, 1’85% dei casi & rappresentato da forme papillari,
il 12% da forme follicolari, tra cui le forme classiche e ossifile (a
cellule di Hurthle)®. In linea generale, a parita di stadio, la prognosi

del PTC e del carcinoma follicolare & simile3%%7,

Carcinoma papillare

Il carcinoma papillare tiroideo (papillary thyroid carcinoma, PTC)
deriva dalle cellule epiteliali follicolari della tiroide e rappresenta il
piu frequente fra tutti i tumori tiroidei. Spesso il riscontro ¢ occasionale
in quanto la neoplasia ¢ clinicamente silente e difficilmente

individuabile alla palpazione. Pud essere multifocale fino ad un terzo

18



dei casi e si associa a metastasi linfonodali fino al 50% dei casi; le

metastasi a distanza sono invece rare (<5%).

Macroscopicamente puo avere dimensioni variabili e puo presentare un
colorito dal bianco al grigio, con frequenti fenomeni degenerativi
cistico-emorragici. Microscopicamente, sono evidenziabili strutture
papillari con asse centrale fibrovascolare, talora possono essere
associate a strutture follicolari con conseguente identificazione di
forme miste. Alle caratteristiche architetturali sono associate tipiche
modificazioni nucleari delle cellule neoplastiche quali nuclei chiari,
pseudoinclusi ed incisure nucleari o grooves. Raramente si osservano
mitosi; in circa il 50% delle lesioni possono essere presenti corpi
psammomatosi: la loro presenza risulta uno dei parametri diagnostici
fortemente suggestivo per diagnosi di carcinoma papillare. Sono
descritte numerose varianti (es. variante classica o usuale, cistica,
follicolare, solida, morulare-cribriforme, sclerosante diffusa, a cellule
alte, a cellule colonnari), alcune delle quali sono note per essere
caratterizzate da comportamento biologico piu aggressivo, in

particolare:

e (Carcinoma papillare, variante diffusa sclerosante: si caratterizza
per il totale coinvolgimento di uno o di entrambi i lobi con
sclerosi massiva, numerosi corpi psammomatosi, focolai solidi,
metaplasia squamosa e marcato infiltrato infiammatorio

linfocitario. Frequenti le metastasi linfonodali e polmonari;

19



intervallo libero da malattia inferiore a quello del carcinoma
papillare classico.

e (Carcinoma papillare variante a cellule colonnari/alte: strutture
papillari rivestite da cellule con abbondante citoplasma simil-
oncocitario, di dimensioni doppie in altezza rispetto alle cellule
neoplastiche del carcinoma papillare variante classica, senza le
caratteristiche nucleari tipiche. Insorge in pazienti in eta piu

avanzata ed ha comportamento biologico aggressivo.

In ogni caso, tra tutte le varianti quella che merita una menzione a
parte ¢ la variante follicolare del carcinoma papillare (Follicular
Variant of Papillary Thyroid Carcinoma, FVPTC), per la quale

vengono comunemente descritti tre tipi:

e Non capsulato o infiltrante. Il comportamento biologico-clinico e
1’assetto di biologia molecolare sono simili al PTC.

e C(Capsulato. Il comportamento biologico-clinico e 1’assetto di
biologia molecolare sono sovrapponibili a quelli del carcinoma
follicolare:

o FVPTC capsulato non-invasivo, a basso rischio di recidiva
e/o metastasi.

o FVPTC capsulato con invasione capsulare e/o vascolare.

Recentemente, una lesione pre-cancerosa ¢ stata descritta e classificata
come neoplasia follicolare non invasiva con caratteristiche nucleari di

tipo papillare (NIFTP)38. Queste neoplasie mostrano alterazioni geniche

20



RAS-like e mostrano architettura follicolare e caratteristiche nucleari
del carcinoma papillare e non sono invasive. Quando asportato in questo
stadio pre-invasivo, il NIFTP ha un rischio di recidiva inferiore all’1%
a 15 anni. Siritiene che queste neoplasie siano i precursori delle forme
invasive dei FVPTC incapsulati. A causa quindi della possibilita di
progressione in forme carcinomatose invasive, il NIFTP deve essere
asportato chirurgicamente e la emitiroidectomia sembra essere
I’approccio terapeutico pil indicato®. E’ importante sottolineare che il
NIFTP non ¢ un tumore maligno, ma non pud essere neppure essere
classificato tra le lesioni maligne, in quanto necessita di un trattamento

chirurgico.

e Diffuso/aggressivo/multinodulare. Questo sottotipo ¢& raro,
compare piu frequentemente nei soggetti giovani e ha una

prognosi peggiore,

Carcinoma follicolare

Il carcinoma follicolare ¢ definito come un qualsiasi tumore maligno
della tiroide con differenziazione cellulare follicolare. Non avendo
peculiari caratteristiche morfologiche, criteri certi di malignita sono:
presenza di invasione capsulare, invasione vascolare ed infiltrazione del

parenchima adiacente. Anche per il carcinoma follicolare ¢ possibile

individuare sottogruppi a diversa prognosi:
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e Carcinoma follicolare minimamente invasivo: si presenta come
una lesione capsulata con pattern di crescita di tipo adenomatoso
embrionale o fetale. Determinante per la diagnosi risulta essere
la presenza di focolai di infiltrazione capsulare con rottura della
stessa o la presenza di invasione vascolare, entrambi rilevabili
microscopicamente.

e Carcinoma follicolare invasivo: puo presentarsi come una lesione
estesamente invasiva senza conservazione della capsula,
parenchima interamente ed estesamente infiltrato, o come una
lesione a capsula conservata con vari gradi di aggressivita, dalla
sola capsula infiltrata fino ad arrivare ad una invasione vascolare

di piu vasi rilevabili microscopicamente.

Il carcinoma oncocitico o a cellule di Hurthle mostra un pattern di
crescita di tipo follicolare ma ¢ costituito da cellule con abbondante
citoplasma granulare eosinofilo; questo particolare aspetto ¢ dovuto
all’accumulo di numerosi mitocondri. Il carcinoma a cellule di Hurthle
¢ considerato secondo la classificazione WHO una variante

istopatologica del carcinoma follicolare*!.

CARCINOMA SCARSAMENTE DIFFERENZIATO
Il carcinoma tiroideo scarsamente differenziato ¢ un tipo di tumore
tiroideo aggressivo, caratterizzato da una perdita parziale delle

caratteristiche tipiche dei carcinomi tiroidei differenziati e si colloca
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pertanto dal punto di vista morfologico e di comportamento biologico
in posizione intermedia tra il carcinoma papillare e follicolare e il
carcinoma indifferenziato o anaplastico. In passato tale tipo di tumore
era anche definito col termine di “carcinoma insulare”. I criteri
diagnostici per il carcinoma scarsamente differenziato si basano sulla

Consensus proposal di Torino e includono le seguenti tre caratteristiche:

* pattern microscopico di crescita di tipo
solido/trasecolare/insulare

* perdita delle caratteristiche nucleari tipiche del carcinoma
papillare

* una tra le seguenti: nuclei convoluti (evidenza di perdita parziale
della differenziazione nei carcinomi papillari), necrosi tumorale,

o presenza di 3 o pill mitosi per 10 campi ad alto ingrandimento*,

CARCINOMA ANAPLASTICO (INDIFFERENZIATO)
Il carcinoma tiroideo anapestico (Anaplastic Thyroid Cancer, ATC) ¢ il

pil raro tra tutti i sottotipi di tumore tiroideo®.

Sono stati stimati circa 70-90 nuovi casi annui di ATC in tutto il Regno
Unito, corrispondenti al 3-4% tra tutti i carcinomi tiroidei*. Una
riduzione di incidenza & riportata in letteratura ed ¢ stata attribuita ad
una piu accurata diagnosi istopatologia, ad un trattamento piu

aggressivo dei carcinomi tiroidei differenziati e ad un aumento

dell’apporto di iodio**. Il carcinoma anaplastico tipicamente insorge
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in eta piu avanzata rispetto al DTC, con una eta media di insorgenza
superiore ai 65 anni; meno del 10% dei pazienti ha un’eta inferiore ai
50 anni alla diagnosi. Come nelle forme differenziate, vi & una
predilezione per il sesso femminile (60-70%). I fattori di rischio non
sono ancora ben chiari anche se & noto che I’ATC si possa sviluppare
nel contesto di un carcinoma ben differenziato, con un tasso di

47,48,49,50,51,52,53 L’evento

associazione compreso tra il 7 e 1’89%
precipitante che scatena il pathway di de-differenziazione ¢
sconosciuto, anche se sono state riportate numerose mutazioni che pil

frequentemente vengono riscontrate in questo tipo di neoplasia, tra cui

mutazione di p53, RAS, BRAF, beta-catenina, PIK3CA, APC, PTEN>+,

Sfortunatamente il carcinoma anaplastico ¢ caratterizzato da una
prognosi infausta e nella maggior parte dei pazienti, indipendentemente
dal tipo di approccio terapeutico, il tumore tende a crescere rapidamente
e a invadere estesamente 1 tessuti circostanti. L’esito infausto
caratterizza la maggior parte dei casi ed ¢ legato a estesa diffusione
locale (invasione tracheale nel 69% dei casi, invasione delle strutture
vascolari del collo nel 39% dei casi)’® e metastatizzazione a distanza
(15-50% dei casi)”. Le sedi piu frequentemente interessate sono

polmone e pleura (90%), osso (5-15%) e encefalo (5%)>®.

Dal punto di vista anatomopatologico, i piu frequenti sottotipi
istomorfologici sono a cellule fusate, a cellule giganti pleomorfe e a
cellule squamoidi; ogni tipo di ATC puo mostrare uno specifico pattern

predominante oppure una coesistenza di due o piu diversi tipi di patterns
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cellulari®® 606162 T sottotipi istologici non hanno differente significato
prognostico. La diagnosi differenziale deve essere fatta nei confronti
dei carcinomi scarsamente differenziati, dei carcinomi a cellule

squamose, dei linfomi, dei sarcomi e delle lesioni metastatiche.

CARCINOMA MIDOLLARE

Il carcinoma midollare (Medullary Thyroid Carcinoma, MTC) deriva
dalle cellule tiroidee parafollicolari (o cellule C) producenti
calcitonina®. Tale tipo di tumore & considerato raro e rappresenta circa
il 3-4% dei tumori tiroidei dell’adulto e il 10% circa dei tumori tiroidei
pediatrici®. 11 25% dei MTC & di tipo familiare e compare nel contesto
di sindromi a trasmissione autosomica dominante (neoplasia endocrina
multipla o MEN di tipo 2A e 2B), nella restante parte dei casi ¢ di tipo
sporadico%-6:67.68 [.a mutazione del protooncogene RET (REarranged
during Transfection) nella linea germinale ¢ responsabile dello stato
costitutivamente attivato della proteina Ret in tutte le cellule nelle quali
¢ responsabile delle alterazioni tipiche delle sindromi familiari. La
mutazione somatica di RET ¢ presente invece solamente delle cellule C

e si riscontra nel 40-50% dei MTC sporadici® %71,

La prognosi del carcinoma midollare ¢ peggiore rispetto a quella del
DTC. Frequenti sono le metastasi linfonodali’?> (oltre il 75% dei pazienti
con nodulo palpabile ha localizzazioni linfonodali) 7®. Per quanto

riguarda le metastasi a distanza, le sedi pil comunemente interessate
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sono 0sso, fegato e polmone’; secondarismi cerebrali e cutanei sono
meno frequenti e si associano a malattia multisistemica e prognosi

infausta’.

TUMORI TIROIDEI NON EPITELIALI

In questa categoria sono incluse neoplasie che originano dal tessuto non
epiteliale della ghiandola tiroide. Tra queste sono da ricordare i
sarcomi, tumori molto rari e solitamente ad alto grado di malignita, e i

linfomi.

Linfoma tiroideo

Il linfoma rappresenta lo 0,5-5% delle neoplasie tiroidee e 1’1-2,5% di
tutti i linfomi. Insorge generalmente tra la V e VIII decade di vita con
un picco di incidenza tra 60 e 69 anni e ha una predilezione per il sesso
femminile. Frequentemente (fino al 60% dei casi) ¢ associato a tiroidite
cronica autoimmune. I1 98% ¢ rappresentato da linfoma non Hodgkin e
il 2% da linfoma di Hodgkin, piu frequentemente di origine B-cellulare;
pud trattarsi di linfoma a basso o alto grado’s. Spesso si presenta come
una massa a rapido accrescimento con sintomatologia compressiva,
come disfagia, dispnea e disfonia; i sintomi generali caratteristici del
linfoma (febbre, prurito, sudorazione notturna, calo ponderale)

compaiono al massimo nel 15% dei pazienti”’.
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METASTASI

La metastatizzazione alla ghiandola tiroidea & un evento nel complesso
raro e principalmente di riscontro autoptico (2-3%). Derivano
soprattutto da carcinoma renale, polmonare, mammario,
gastroenterico’®, ma possono metastatizzare a livello tiroideo anche
carcinoma del nasofaringe, corio carcinoma, osteosarcoma,
leiomiosarcoma, melanoma, neoplasie  neuroendocrine. Sono
solitamente lesioni asintomatiche, pill frequentemente riscontrate in
quanto lesioni ipercaptanti alla FDG-PET durante il follow-up delle

neoplasie primitive”.
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DIAGNOSTICA DEI NODULI TIROIDEI

ECOGRAFIA TIROIDEA

L’ecografia ad alta risoluzione ¢ la metodica piu sensibile per la
diagnosi dei noduli tiroidei, in quanto consente di misurarne le
dimensioni, identificarne la struttura e individuare le caratteristiche
maggiormente suggestive di benignita o malignita®,

Per lo studio di strutture superficiali come la tiroide, poiché il percorso
che il fascio incidente deve percorrere ¢ limitato in profondita, si
impiegano sonde ecografiche lineari con un’elevata frequenza in
trasmissione (da 7,5 a 13 MHz) che consentono un’ottimale risoluzione
spaziale 3 (inferiore ai 3 mm). La tiroide & situata nella regione
sottoioidea e il suo punto di repere palpatorio ¢ il margine inferiore
della laringe. L’esame si effettua con sonde lineari a paziente supino e
con collo iperesteso sopra un cuscino o sopra un supporto a cuneo di
gommapiuma o materiale similare. L’ecografo usualmente ¢ posto a
destra del letto d’esame nello stesso lato dell’operatore, che con la mano
destra pud manovrare la sonda ed eseguire la scansione del collo del
paziente, mentre con la mano sinistra pud configurare le caratteristiche
fisiche dell’ecografo necessarie all’indagine sia all’inizio che durante
I’esecuzione dell’esame. La tiroide deve essere esplorata in tutta la sua
interezza, con scansioni trasversali e longitudinali di entrambi i lobi

tiroidei per definirne le dimensioni, 1’ecogenicita e la presenza di
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lesioni focali. Si studiano anche le regioni laterocervicali e
sovraclaveari per escludere la presenza di linfoadenopatie.

L’ecografia B-mode unitamente allo studio color-Doppler ¢ una
metodica a basso costo e priva di rischi per il paziente; essa rappresenta
I’indagine di prima scelta per una corretta valutazione del numero, dei
margini e delle dimensioni delle lesioni nodulari: di queste ultime, la
tecnica ad ultrasuoni consente di apprezzarne la natura (solida, cistica
oppure mista), I’eventuale presenza di calcificazioni e di discriminare
strutture nodulari di dimensioni anche inferiori al millimetro.
Integrando lo studio ecografico con la valutazione del flusso vascolare
al Color-Doppler & possibile avere informazioni sulla vascolarizzazione
della lesione nodulare.

E’ riportato che I’ecografia B-mode unitamente allo studio color
Doppler puo essere in grado di predire il rischio di malignita di un
nodulo tiroideo. Una recente meta-analisi che ha incluso 41 studi per un
totale di 29.678 noduli tiroidei®? ha stimato il rischio di malignita
(espresso come odds ratio, OR) per numerose caratteristiche
ecografiche e ha concluso che un piu alto rischio di malignita era
associato alle seguenti: forma piu alta che larga nella scansione
trasversale (“taller than wide shape”) (OR 10,15), assenza di orletto
periferico (OR 7,14), microcalcificazioni (OR 6,76), margini irregolari
(OR 6,12), ipoecogenicita (OR 5,07), struttura solida (OR 4,69) e
vascolarizzazione intranodulare (OR 3,76). Un ulteriore studio ha

valutato il rischio di malignita di 2.000 noduli tiroidei (63,4% benigni
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e 36,6% maligni)®: la distribuzione degli OR per la malignita era simile
anche se non identica: marcata ipoecogenicita (OR 6,8), margini
spiculati o microlobulati (OR 5,9), microcalcificazioni (OR, 3,3),
struttura solida (OR 2.6), debole ipoecogenicita (OR 2,6), forma “taller
than wide” (OR 2,3).

L’accuratezza diagnostica di queste caratteristiche nel predire il rischio
di malignita ¢ fortemente limitata dalla loro bassa sensibilita. Pertanto,
nella maggior parte dei casi, la presenza di segni ecografici di sospetto
non & chiaramente predittiva di malignita, e viceversa la loro assenza
non puo chiaramente predire la benignita del nodulo®. Occorre tuttavia
tener presente che la coesistenza di due o pil caratteristiche ecografiche
di sospetto accresce sensibilmente il rischio di tumore tiroideo8>%,

Nel successivo paragrafo ognuna di queste caratteristiche viene

presentata e discussa.

Dimensione € numero

Anche se, di per sé, la dimensione del nodulo non predice la sua natura
benigna o maligna, occorre tenere in considerazione che il rischio di
malignitd ¢ modestamente superiore per noduli di dimensioni maggiori
di 4 ¢cm?¥. Inoltre, dimensioni >4 c¢cm sono un fattore di rischio per
malattia pill avanzata nei soggetti con carcinoma tiroideo

differenziato?®3:-89.

Il numero dei noduli tiroidei ha un basso impatto sul rischio di

5190,91

malignit . Questo parametro pertanto pud essere omesso nel referto

ecografico.
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Struttura ed ecogenicita

Molti carcinomi tiroidei si presentano ecograficamente come noduli
ipoecogeni, ma circa un terzo dei noduli benigni ha il medesimo aspetto
ecografico. L’ipoecogenicita in un nodulo tiroideo solido ¢ un
predittore di malignita sensibile (80-85%) ma poco specifico (15-
25%)°>. La marcata ipoecogenicita, definita come texture ecografica
che appare piu scura dei muscoli pretiroidei, conferisce un rilevante
rischio di malignita, essendo descritto un valore predittivo positivo
(PPV) che puo arrivare fino al 94%° % . Purtroppo, la variabilita
interoperatore rappresenta un limite non trascurabile nella valutazione
della ecogenicita dei noduli tiroidei®. Inoltre, la coesistenza di tiroidite
nel parenchima extranodulare pud rendere difficoltosa la corretta

interpretazione dell’ecogenicita delle strutture nodulari®’.

In noduli con una predominante componente cistica raramente
rappresentano un tumore tiroideo. In una serie di 392 noduli misti
appartenente a un gruppo di 1056 casi consecutivi sottoposti ad
agoaspirazione, nei noduli parzialmente cistici ¢ stata dimostrata una

prevalenza di 5,4% di malignita®s.

Un gruppo di noduli a struttura parzialmente cistica merita interesse in
quanto essi sono quasi sempre benigni: si tratta dei cosiddetti noduli
“spongiformi”. Queste lesioni, dal tipico aspetto ecografico che ricorda
una spugna, sono caratterizzate, per pit del 50% del volume nodulare,
dall’aggregazione di multiple componenti microcistiche e un tasso di

benignita prossimo al 100%°8%.
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Margini e forma

La maggior parte dei noduli benigni hanno forma ovale o
tondeggiante® %, Pertanto, qualsiasi aspetto ecografico che si discosta
da essa merita attenzione. La forma e i margini di ogni nodulo devono
essere valutati in maniera indipendente, in quanto un nodulo di forma
ovale puo presentare margini irregolari o mal definiti e un nodulo di
forma non tondeggiante o polilobulata pud presentare margini ben
definiti. Occorre tenere in considerazione che per i noduli di grandi
dimensioni (>4 cm) una accurata valutazione dei suddetti parametri pud
risultare difficoltosa.

La presenza di margini mal-definiti ¢ considerata una caratteristica
suggestiva di malignita, tuttavia, essendo tale termine spesso utilizzato
per descrivere diversi pattern ecografici, la riproducibilita
interosservatore & bassa'®!, I margini irregolari sono cosi definiti quando
hanno un aspetto infiltrativo, spiculato o microlobulato, ma il confine
tra nodulo e parenchima circostante ¢ ben evidente. I margini sfumati,
invece, appaiono mal de definiti, ossia il confine tra nodulo e
parenchima circostante ¢ scarsamente delineabile. Il reperto di margini
frastagliati e spiculati ¢ fortemente predittivo di malignita, perché ¢
espressione di accrescimento infiltrativo e non espansivo. Al contrario,
margini indistinti e mal definiti possono essere presenti sia in lesioni
maligne che benigne. Alcuni noduli benigni, infatti, sono
incompletamente incapsulati e i loro margini possono confondersi con

il tessuto tiroideo circostante!%2,
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Per quanto riguarda ’orletto solitamente ipoecogeno che circonda il
nodulo, esso ¢ un rilievo tipico dei noduli benigni iperplastici che si
presentano quindi con un profilo liscio. Nella maggior parte dei casi,
tale orletto ¢ legato alla presenta di vasi pericapsulari che decorrono
alla periferia del nodulo, come viene dimostrato dall’integrazione color
Doppler!®. Diversamente, un orletto ipoecogeno irregolarmente spesso
o incompleto, legato alla presenza di strutture fibrotiche
pseudocapsulari o a modificazioni necrotico-infiammatorie, si riscontra
nel 10-12% dei carcinoma papillari e solitamente si associa ad un
profilo irregolare dei margini '“. Quindi, un orletto ipoecogeno
periferico sottile in noduli con forma regolare & suggestivo di benignita,
mente un orletto irregolarmente spesso e ipoecogeno in un nodulo con
forma sospetta accresce la probabilita che si tratti di lesione maligna'®.
Per quanto riguarda la forma, caratteristica di sospetto ¢ il cosiddetto
aspetto “taller than wide”, ossia nodulo con forma pilu alta che larga
nella scansione trasversale. Una forma “taller than wide” ¢ fortemente
predittiva di malignita, perché ¢ espressione di una crescita centrifuga
della lesione attraverso i piani tissutali. Le lesioni benigne, al contrario,
tendono ad accrescersi orizzontalmente, lungo una direzione parallela
ai piani ghiandolari. Questo aspetto ¢ altamente specifico per malignita
(circa il 90% nelle maggior parte delle casistiche), ma ¢ molto meno

sensibile, con un tasso di falsi negativi che puo raggiungere il 40% %,
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Calcificazioni

Tre pattern principali possono essere descritti: microcalcificazioni,
macrocalcificazioni o calcificazioni grossolane, e calcificazioni

perinodulari o a guscio!07-108.109

. Le microcalcificazioni si presentano
come piccole (<1 mm) puntature iperecogene prive di cono d’ombra
posteriore. Sono un reperto ecografico molto specifico di malignita, ma
poco sensibile, che prevale nei carcinomi papillari (espressione della
presenza di aggregati di corpi psammomatosi) e midollari (depositi di
sali di calcio nella sostanza amiloide) rispetto ai follicolari!'?. Le
microcalcificazioni, a differenza degli aggregati colloidei, non
presentano la cosiddetta sfumatura iperecogena posteriore (“comet
tail”). La specificita per quanto riguarda la malignita delle
microcalcificazioni & elevata (85-95%), ma la sensibilita ¢ bassa,
soprattutto se si considerano i noduli piccoli (diametro <1 c¢m)'!.

Le macrocalcificazioni sono frequentemente causate da fenomeni
regressivi o necrotici e si riscontrano spesso nei grandi noduli benigni
tipici dei gozzi di vecchia data. Quando presenti in noduli solitari, esse

possono essere considerate come un potenziale segno suggestivo di

malignita!!2,

13

Le calcificazioni capsulari cosiddette “a guscio d’uovo” sono
calcificazioni sottili e regolarmente curvilinee che appaiono come un
cercine iperecogeno che tipicamente circonda il nodulo; sono tipiche
dei noduli iperplastici di vecchia data. Carattere di sospetto di malignita

¢ invece la presenza di calcificazione a guscio interrotta, in particolare
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se ¢ presente estrusione di piccola componente di tessuto nodulare,

indicante probabile infiltrazione da parte della neoplasia'!®!4,

Vascolarizzazione

La metodica color e power Doppler ¢ in grado di fornire informazioni
circa I’architettura vascolare del nodulo tiroideo. Tre tipi principali di
pattern vascolare possono essere descritti: pattern perinodulare (la
vascolarizzazione ¢ presente principalmente lungo il margine del
nodulo), pattern intranodulare (marcata vascolarizzazione nella
porzione centrale del nodulo), assenza di segnale vascolare (assenza di
segnale doppler alla periferia o al centro del nodulo). L’utilita della
vascolarizzazione nella stima del rischio neoplastico di un nodulo
tiroideo ¢ limitata, e questo a causa del fatto che non esistono chiare
differenze, in termini di pattern vascolare, tra lesioni benigne e
maligne ' . La maggior parte dei noduli maligni presentano
vascolarizzazione intranodulare, ma tale aspetto ¢ presente anche nei
noduli benigni, in particolare se iperfunzionanti. Il 20% dei tumori
tiroidei presenta vascolarizzazione prevalentemente perinodulare ma
talvolta piccoli carcinomi papillari possono anche presentarsi non

vascolarizzatill®,

Caratteristiche ecografiche nei differenti tipi di neoplasia tiroidea

Le tradizionali caratteristiche suggestive di malignita per i noduli

tiroidei sono derivate da casistiche in cui i carcinomi papillari erano le
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neoplasie piu rappresentate. Tali aspetti ecografici non sono tipici di
neoplasie piu rare, quali i carcinomi follicolari o a cellule di Hurthle o

1 carcinomi midollari.

Varianti istologiche del carcinoma papillare variante follicolare

Il carcinoma papillare variante follicolare pud presentarsi con un
aspetto ecografico non francamente sospetto, caratterizzato da forma
ovale, margini regolari e ben definiti e assenza di microcalcificazioni.

Spesso & piu grande del carcinoma papillare variante classica''”- 113,

Il carcinoma papillare variante a cellule alte nella maggior parte dei
casi mostra il tipico aspetto suggestivo di malignita. Frequentemente
questi tumori sono marcatamente ipoecogeni, con margini lobulati e
irregolari, con microcalcificazioni. Invasione extratiroidea e metastasi

linfonodali laterocervicali sono spesso presenti alla diagnosi''®.

La variante sclerosante diffusa del carcinoma papillare rappresenta una
sfida diagnostica all’indagine ecografica, in quanto la ghiandola puo
apparire ingrandita e diffusamente ipoecogena, cosi come avviene nelle
tiroiditi croniche autoimmuni; la  presenza di multiple

microcalcificazioni pud ricordare I’aspetto di “cielo stellato”!20:121.122,

Carcinoma follicolare e a cellule di Hurthle

Nei carcinomi follicolari frequentemente mancano gli aspetti tipici di
malignitd descritti per i carcinomi papillari . L’ipoecogenicita &
osservata solamente in una minoranza di casi (30-35%), mentre un

orletto ipoecogeno & descritto nell’87% dei carcinomi follicolari'?*123,
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Le microcalcificazioni sono rare, mente nel 15-20% dei casi si possono

riscontrare macrocalcificazioni 126,

La maggior parte dei carcinomi
follicolari sono tumori solidi anche se le componenti cistiche sono piu
frequenti (fino al 18%) rispetto ai carcinomi papillari (4-6%). Queste
caratteristiche sono condivise dalle lesioni follicolari benigne e
maligne, ma la presenza di ipoecogenicita, orletto periferico

irregolarmente spesso e grandi dimensioni sono suggestive di carcinoma

follicolare!?7.128.

Il carcinoma a cellule di Hurthle si pud presentare con un aspetto
ecografico alquanto eterogeneo . L’ecogenicita & spesso ridotta,
tuttavia lesioni iso- o iperecogene non sono rare. La vascolarizzazione
pud variare da scarsa a intensa e diffusa. Come per i carcinomi
follicolari, grandi dimensioni, margini irregolari, orletto spesso e
irregolare, struttura solida disomogenea sono aspetti di frequente

riscontro!3,

Carcinoma midollare

L’aspetto ecografico dei carcinomi midollari ¢ molto variabile e spesso
elusivo. Possono essere presenti ipoecogenicita, aspetto “taller than
wide”, forma ovale o tondeggiante, struttura talvolta cistica,

microcalcificazioni e/o macrocalcificazioni!3!

. In molti casi I’aspetto ¢
comunque suggestivo di malignita, anche se wuna frazione non

trascurabile di carcinomi midollari si presenta con caratteristiche

indeterminate o talvolta anche suggestive di benignita!32,
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ELASTOSONOGRAFIA

Un nodulo che si presenta rigido o duro palpatoriamente ¢ clinicamente
sospetto. Negli ultimi anni si ¢ sviluppata una nuova tecnica ecografica
denominata elastosonografia o piu semplicemente elastografia. Essa
permette di stimare 1’elasticita del tessuto in esame, misurando il grado
di distorsione sotto 1’applicazione di una forza esterna. Si basa sul
principio che sotto compressione le parti soffici del tessuto si
deformano piu facilmente delle parti dure, permettendo una
determinazione oggettiva della consistenza del tessuto. La sonda viene
appoggiata sul collo del paziente effettuando ripetute piccole
compressioni sulla cute sovrastante il nodulo. Ne risulta una distorsione
degli ultrasuoni che viene analizzata, elaborata e visualizzata sullo
schermo dal software dell’ecografo secondo un elastogramma a colori
sovrapposto all’immagine B-mode. Quando lo strumento riconosce che
¢ stata impressa una compressione adeguata 1’operatore potra
visualizzare sullo schermo un piccolo simbolo di riconoscimento.
Nell’immagine elastografica il nodulo assume diverse colorazioni
secondo una scala di colore che va dal rosso (alta elasticita, tessuto
soffice) al blu (bassa elasticita, tessuto duro). Ai noduli cosi analizzati
pud pertanto venire assegnato, a seconda delle caratteristiche
elastografiche, un punteggio (score) differente: Score 1= soffice (colore
rosso/giallo/verde); Score 2=elasticita intermedia/mista (giallo-

verde/azzurro); Score 3= duro (blu)'3? (Figura 1).
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Figura 1. Score elastografici.

L’elastografia permette quindi di stimare la elasticita di noduli palpabili
ma anche non palpabili. Il carcinoma tiroideo & solitamente ritenuto
meno elastico del nodulo tiroideo benigno, pertanto, nella diagnostica
per immagine del nodulo tiroideo, la metodica elastografica potrebbe
risultare di particolare utilita in quanto consente di stimarne la durezza,
misurando il grado di distorsione degli ultrasuoni nel loro impatto con
il tessuto che si sta analizzando. Tale indagine sta emergendo come un
promettente strumento per migliorare la caratterizzazione dei noduli
tiroidei anche se la sua applicazione nella pratica clinica non ¢ ancora
routinaria.

Dati recenti evidenziano alta sensibilita nel carcinoma tiroideo, con un
elevato valore predittivo negativo (fino al 97%) 3. In uno studio

prospettico multicentrico!®, la presenza di rigidita in almeno il 50% del
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nodulo ¢ stato dimostrato avere una sensibilita nella stima del rischio
di malignita simile all’ecografia convenzionale. In una meta-analisi'?¢
che ha coinvolto 12 studi per un totale di 1180 noduli (817 benigni e
363 maligni), 1’elastografia (score elastografici 2 e 3) ha mostrato
sensibilita pari al 86% e specificita pari al 66,7% nel predire il rischio
di malignita.

La diagnostica elastografica presenta alcune limitazioni, in gran parte
legate al fatto che essa ¢ estremamente operatore-dipendente € non sono
disponibili metodi standardizzati per la refertazione dei risultati.
Inoltre, le lesioni cistiche e 1 noduli calcifici, a causa della loro
struttura, non possono essere sottoposti a valutazione elastografica. In
aggiunta, lesioni nodulari localizzate in aree difficilmente studiabili
ecograficamente, micronoduli, noduli in tiroidite cronica, complessi
nodulari risultano poco adatti per questo tipo di valutazione'?’,
Tuttavia, il potenziale dell’elastografia potrebbe essere applicato nello
studio dei noduli per i quali la diagnosi citologica non ¢ stata
conclusiva. Rago e collaboratori'?® hanno studiato 142 noduli a citologia
indeterminata; in questa coorte 1’elastografia ha mostrato una
sensibilita del 96,8% e una specificita del 91,8% con un elevato valore
predittivo negativo nel predire il rischio di malignita. Pertanto, i dati
derivanti dall’indagine elastosonografica potrebbero essere considerati
come un criterio diagnostico addizionale nel perfezionamento del

management dei noduli tiroidei citologicamente indeterminati.
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CLASSIFICAZIONE ULTRASONOGRAFICA DEI NODULI
TIROIDEI

Le informazioni derivanti dalla valutazione ecografica dei noduli
tiroidei devono essere tradotte in un sistema che consenta la
stratificazione del rischio di malignita in modo tale da poter
discriminare con accuratezza i noduli meritevoli di agoaspirazione dai

noduli per i quali & sufficiente una sorveglianza ecografica nel tempo'®,

La sensibilitd, specificita e accuratezza diagnostica dei criteri
ecografici di sospetti di malignita sono differenti nei diversi studi
pubblicati in letteratura e risultano marcatamente operatore-
dipendenti'¥. La combinazione di due o pil caratteristiche di sospetto
ne aumenta la specificitda ma, sfortunatamente, ¢ associata a bassa
sensibilita'¥!, Queste problematiche hanno reso evidente la necessita di

introdurre sistemi di classificazione ecografica dei noduli tiroidei che

prevedessero una stratificazione del rischio di malignita.

Le linee guida di riferimento per la diagnostica e il management dei
noduli tiroidei pubblicate negli ultimi due anni hanno in infatti previsto
tale tipo di stratificazione. In particolare, secondo le linee guida
dell’American Thyroid Association (ATA) pubblicate nel 20154, i
noduli tiroidei possono essere distinti, in base alle loro caratteristiche
ecografiche, in cinque categorie a rischio di malignita progressivamente

crescente (Figura 2).
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Estimated risk

of malignancy, %

High suspicion

Intermediate suspicion

Low suspicion

Very low suspicion

Benign

Solid hypoechoic nodule or solid hypoechoic
component of a partially cystic nodule
with one or more of the following features:
irregular margins (infiltrative, microlobu-
lated), microcalcifications, taller than wide
shape, rim calcifications with small extru-
sive soft tissue component, evidence
of ETE

Hypoechoic solid nodule with smooth mar-
gins without microcalcifications, ETE,
or taller than wide shape

Isoechoic or hyperechoic solid nodule, or
partially cystic nodule with eccentric solid
areas, without microcalcification, irregular
margin or ETE, or taller than wide shape.

Spongiform or partially cystic nodules with-
out any of the sonographic features de-
scribed in low, intermediate, or high
suspicion patterns

Purely cystic nodules (no solid component)

>70-90"

<1

Figura 2. Classificazione ATA 2015 dei noduli tiroidei e relativo rischio
ecografico di malignita.

Piu recentemente sono state pubblicate le linee guida AME/AACE per

la diagnosi e la gestione del nodulo tiroideo!'*.
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Classificazione AME-AACE del rischio ecografico nei noduli tiroidei
Classe Aspetti ecografici Rischio atteso di
malignita

Cisti semplici

Noduli prevalentemente cistici (=2 80%) con
presenza di comet-tails e senza caratteri di
sospetto ecografico

Noduli  isoecogeni  spongiformi, fra loro
confluenti o con arletto regolare e sottile

Noduli debolmente ipoecogeni (vs tiroide
circostante) o isoecogeni, con forma ovoide o
rotondeggiante e margini regolari

1 (basso rischio) circa 1%

2 (rischio Possono essere presentic vascolarizzazione 5-15%, in accordo con i
intermedio) . ) i - vari caratteri presenti
intra-nodulare, macro-calcificazioni,
calcificazioni a guscio, o pattern elastografico
rigido

Noduli con almeno un carattere di sospetto:

+ lpoecogenicita marcata (vs muscoli pre-

tiroidei)

Margini spiculati o micro-lobulati

*  Micro-calcificazioni

+ Forma piu alta che larga

+ Crescita extra-tiroidea o adenopatia
patologica

50%-90%, in accordo con
la presenza di uno o piu
caratteri di sospetto

3 (rischio alto)

Figura 3. Classificazione AME/AACE 2016 dei noduli tiroidei e relativo
rischio ecografico di malignita.

Diversamente dalla classificazione ATA 2015, in quella AME/AACE
2016 sono previste solamente tre classi di rischio ecografico (Figure 3

e 4), cosi definite:

- Classe 1. Lesioni a basso rischio (rischio atteso di malignita circa
1%): cisti semplici; noduli in gran parte cistici (contenuto fluido
> 80%) con artefatti da riverberazione (“comet tail”) e senza
segni ecografici di sospetto; o noduli spongiformi, confluenti o
con alone regolare.

- Classe 2. Lesioni a rischio intermedio (rischio atteso di malignita
circa 5-15%): noduli debolmente ipoecogeni (confrontati col

tessuto tiroideo circostante) e noduli isoecogeni di forma
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ovoidale o arrotondata e margini regolari o indefiniti; possono
essere presenti: vascolarizzazione intra-nodulare, elevata rigidita
all’elastografia, macrocalcificazioni o calcificazioni marginali, o
spot iperecogeni di incerto significato (non definibili con
certezza come microcalcificazioni), che modificano il rischio di
malignita.

Classe 3. Lesioni ad alto rischio (rischio atteso di malignita circa
50-90%, in rapporto al numero di caratteri di sospetto). Sono
presenti uno o piu dei seguenti segni: marcata ipoecogenicita
(rispetto ai muscoli pre-tiroidei); margini spiculati o lobulati (in
almeno tre punti); microcalcificazioni; forma “taller than wide”;

crescita extra-tiroidea o adenopatia patologica.
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A: lesioni a basso rischio

C: lesioni ad alto rischio

Figura 4. Immagini ecografiche relative alle tre classi di rischio
ecografico dei noduli tiroide secondo la classificazione AME/AACE
2016.

Indipendentemente dal sistema classificativo utilizzato, la

stratificazione dei noduli in relazione al loro rischio ecografico
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consente una rapida individuazione delle lesioni sospette per malignita

e puo guidare 1’indicazione all’agoaspirazione.

CITOLOGIA TIROIDEA E SISTEMI DI CLASSIFICAZIONE

L’agoaspirazione eco-guidata o eco-assistita con lettura citologica &
considerata la metodica gold standard per la diagnosi di
benignitd/malignitd dei noduli tiroidei'**. Solitamente viene effettuata
utilizzando aghi di piccolo calibro (da 23- a 27-gauge), con o senza
aspirazione. Dati della letteratura suggeriscono che questa metodica ¢
caratterizzata da sensibilita del 88-97%, specificita del 47-98%, PPV
del 52-98% e valore predittivo negativo (NPV) del 89-96%, con un tasso

di falsi negativi del 0,5-10% e di falsi positivi del 1-7% 414,

Numerosi sistemi di classificazione per citologia tiroidea, ciascuno
costituito da varie sottoclassi, sono stati proposti da diverse istituzioni
per standardizzare la comunicazione tra patologi e clinici e per fornire
un migliore supporto alle decisioni cliniche. Attualmente, tre sono i
principali sistemi di classificazione per la citologia tiroidea!#7-148.149;
essi, pur differendo per alcuni aspetti, possono essere considerati in
gran parte sovrapponibili. La loro rilevanza clinica ¢ legata soprattutto
alla correlazione tra ogni categoria citologica e I’outcome istologico, e
quindi alla possibilita di stimare il rischio neoplastico di ogni lesione

studiata. Fra le tre classificazioni, il sistema Bethesda ¢ quello piu

utilizzato a livello internazionale. Esso (Figura 5) fornisce, per ognuna

46



delle sei categorie diagnostiche in cui ¢ suddiviso, una stima del rischio
neoplastico che & basata su revisioni della letteratura e opinioni di
esperti. Le categorie sono le seguenti: classe 1, reperto non diagnostico
o materiale insufficiente; classe 2, reperto citologico benigno; classe 3,
atipia di significato indeterminato/lesione follicolare di significato
indeterminato (AUS/FLUS); classe 4, neoplasia follicolare/sospetto per
neoplasia follicolare (FN/SFN) oppure neoplasia a cellule di
Hurthle/sospetto per neoplasia a cellule di Hurthle; classe 5, sospetto
per malignita (SUSP); classe 6, reperto citologico maligno. Per ognuna
di queste classi citologiche il rischio stimato di malignita ¢ il seguente:
classe 1, 1-4%; classe 2, 0-3%; classe 3, 5-15%; classe 4, 15-30%,

classe 5, 60-75%; classe 6, 97-99%.
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The Bethesda System for Reporting Thyroid Cytopathology: Recommended Diagnostic Categories”

I. Nondiagnostic or Unsatisfactory
Cyst fluid only
Virtually acellular specimen
Other (obscuring blood, clotting artifact, etc)
Il. Benign
Consistent with a benign follicular nodule (includes adenomatoid nodule, colloid nodule, etc)
Consistent with lymphocytic (Hashimoto) thyreiditis in the proper clinical context
Consistent with granulomatous (subacute) thyroiditis
Other
lll. Atypia of Undetermined Significance or Follicular Lesion of Undetermined Significance
IV. Follicular Neoplasm or Suspicious for a Follicular Neoplasm
Specify if Hlrthle cell (oncocytic) type
V. Suspicious for Malignancy
Suspicious for papillary carcinoma
Suspicious for medullary carcinoma
Suspicious for metastatic carcinoma
Suspicious for lymphoma
Other
Malignant
Papillary thyroid carcinoma
Poorly differentiated carcinoma
Medullary thyroid carcinoma
Undifferentiated (anaplastic) carcinoma
Squamous cell carcinoma
Carcinoma with mixed features (specify)
Metastatic carcinoma
Non-Hodgkin lymphoma
Other

VL.

" Adapted with permission from Ali and Cibas.?

Figura 5. Sistema di classificazione Bethesda 2010 per la citologia
tiroidea.

Una recente metanalisi di Bongiovanni!°

, ha calcolato il rischio di
malignitad nella reale pratica clinica per noduli con citologia Bethesda
sottoposti a intervento chirurgico e ha osservato che vi era una buona
corrispondenza con il rischio stimato dalla classificazione Bethesda, per
ognuna delle sei categorie. In ogni caso, il rischio di malignita correlato
ad ognuna delle sei categorie diagnostiche andrebbe definito per ogni
centro che si occupa di citologia tiroidea in modo tale da poter
correttamente guidare il clinico nelle scelte piu appropriate per ogni

tipo di nodulo, in particolare per quelli a citologia indeterminata (classi

3,4¢e)).
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LA BIOLOGIA MOLECOLARE DEL NODULO TIROIDEO

Come gia esposto in precedenza, la citologia agoaspirativa consente una
diagnosi di certezza di benignita o malignita nel 70-80% dei casi. Nel
rimanente 20-30% dei noduli la diagnosi citologica ricade in una delle
tre categorie indeterminate (classe 3, 4 e 5 della classificazione
Bethesda), in quanto le cellule analizzate mancano delle caratteristiche
distintive e peculiari indispensabili per poter produrre una diagnosi
definitiva'®'. L’incertezza legata alla differente € non perfettamente
stimabile probabilita di cancro in questi noduli complica le decisioni
terapeutiche e rende difficoltoso il management di questi pazienti.
Alcuni vengono sottoposti alla ripetizione dell’agoaspirato, altri ad
intervento chirurgico, spesso una lobectomia, che potrebbe tuttavia
essere evitato per la maggior parte dei pazienti con noduli risultati
istologicamente benigni. All’opposto, la lobectomia potrebbe non
garantire la radicalita oncologica per alcuni pazienti, che devono quindi
effettuare un intervento aggiuntivo per la totalizzazione. La rilevanza
di questo problema & notevole; negli Stati Uniti, infatti, sono eseguiti
circa 500.000 aghiaspirati all’anno, e di quasi 100.000 risultano a
citologia indeterminata '>>. Pertanto, & necessaria una pil accurata
diagnosi dei noduli tiroidei, che sia essa di benignitd oppure di
malignita, in modo tale da poter ottimizzare il management medico e

chirurgico per molti soggetti che hanno ricevuto una diagnosi citologica

indeterminata.
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Nelle ultime decadi la conoscenza dei meccanismi genetici delle
neoplasie tiroidee si ¢ espansa drammaticamente. Se nel 1990 era
conosciuto circa il 25% delle alterazioni geniche del tumore tiroideo,
ad oggi la genetica ¢ in grado di spiegare oltre il 96%

dell’eziopatogenesi molecolare di queste neoplasie !,

Le alterazioni
geniche determinano nella maggior parte dei casi una disregolazione del
pathway di segnalazione delle MAP-kinasi (MAPK) e delle fosfatidil-
inositolo-3-kinasi(PI3K)/AKT; le MAPK sono frequentemente attivate
attraverso mutazioni puntiformi dei geni BRAF e RAS e dai
riarrangiamenti dei geni RET/PTC e TRK, mentre le PI3K/AKT sono
frequentemente attivate attraverso mutazioni puntiformi di PI3CA e
mutazioni o delezioni inattivanti di PTEN (regolatore negativo di questa
cascata di segnalazioni). BRAF ¢ una serina-treonina chinasi che ¢ in
grado di fosforilare e attivare MEK e tutta la cascata delle MAPK. Nel
98-99% la mutazione riscontrata consiste nella sostituzione della valina
in posizione 600 con il glutammato (mutazione puntiforme
BRAFV600E); essa si riscontra nel 45% dei PTC, in particolare la
variante classica e la variante a cellule alte, ma anche nelle forme
scarsamente differenziate che derivano dai carcinomi papillari’>*. Pil
raramente (1-2% dei casi) si puo riscontrare la mutazione BRAFK601E,
la quale ¢ frequentemente associata alla variante follicolare incapsulata
del carcinoma papillare. I geni RAS (HRAS, KRAS e NRAS) codificano

per proteine G che possono attivare sia la via delle MAPK sia quella di

PI3K/AKT. Le mutazioni puntiformi di RAS tipicamente interessano i
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codoni 12, 13 e 61, e si riscontrano nel 40-50% dei FTC, nel 10-20%
dei PTC, in particolare la variante FVPTC, ma anche nel 20-40% degli
adenomi follicolari. Il gene RET codifica per un recettore di membrana
ad attivita tirosino-chinasica che ¢ espresso dalle cellule parafollicolari
della tiroide (cellule C), ma non dalle cellule follicolari. Questo gene
pud essere attivato dalla fusione con numerosi geni; questo porta alla
dimerizzazione del recettore e al suo stato costitutivamente attivato. In
questo modo ¢ in grado di stimolare la proliferazione cellulare in
maniera incontrollata. I riarrangiamenti pit comuni sono RET/PTCI1
(formato dalla fusione di RET con il gene CCDC6) e RET/PTC3
(formato dalla fusione di RET con il gene NCOA4). Questi
riarrangiamenti genici si riscontrano nel 10-20% dei carcinomi
papillari, con maggior frequenza nei bambini o giovani adulti e in
pazienti con pregressa esposizione a radiazioni ionizzanti. Le mutazioni
di RET sono inoltre caratteristiche dei carcinomi midollari, sia
sporadici sia familiari. Il riarrangiamento PAX8/PPARYy deriva dalla
fusione tra la regione legante il DNA del gene PAXS, fattore di
trascrizione tiroideo, ed il gene PPARy (peroxisome proliferator-
activated receptor gamma), fattore di trascrizione che induce la
differenziazione cellulare ed inibisce la proliferazione cellulare,
determinando un arresto della funzione di PPARy. Questo
riarrangiamento si riscontra nel 30-40% dei carcinomi follicolari, ma &

stato descritto anche in alcuni FVPTC e in alcuni adenomi follicolari.
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Recentemente, il progetto denominato The Cancer Genome Atlas
(TGCA) ha consentito di analizzare 496 PTC, la piu vasta coorte mai
studiata prima, e ha fornito la caratterizzazione genetica di queste
neoplasie, identificandone oltre il 97% delle alterazioni, comprese

mutazioni puntiformi o fusioni geniche!%.

Inoltre, ¢ stato possibile
comprendere gli effetti delle singole mutazioni, i differenti pathway di
segnalazione attivati e il conseguente diverso aspetto istopatologico e
comportamento biologico delle varie neoplasie studiate. Sono state
infatti identificate due differenti popolazioni di PTC, definite
“BRAFV600E-like” e “RAS-like”, ognuno con le proprie peculiari
caratteristiche biologiche e cliniche . In particolare, i tumori
“BRAFV600E-like”, esprimenti la mutazione puntiforme BRAFV600E
e numerose altre alterazioni di analogo significato, erano caratterizzati
da istologia di tipo papillare classico o a cellule alte e mostravano
down-regolazione dell’espressione dei marker di differenziazione
tiroidea, quali tireoglobulina, tireoperossidasi e simporto NA/I. In
contrasto, i tumori “RAS-like”, esprimenti la mutazione di RAS e alte
specifiche mutazioni o fusioni geniche, erano in gran parte rappresentati

da forme incapsulate di FVPTC e mantenevano inalterata 1’espressione

dei geni di differenziazione tiroidea.

I progressi nell’applicazione dei marcatori molecolari alla diagnostica
delle neoplasie tiroidee sono avvenuti parallelamente all’espansione
delle conoscenze dei meccanismi genetici della carcinogenesi tiroidea

e all’introduzione di tecniche di genotipizzazione. Nei primi anni 90 ¢
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stato dimostrato che il materiale prelevato mediante agoaspirazione dei
noduli tiroidei ¢ in grado di fornire un quantitativo di cellule sufficienti
per poter effettuare indagini biomolecolari e poter individuare

8

mutazioni puntiformi’® o fusioni geniche'®. Tuttavia, solamente con

I’identificazione della mutazione di BRAF nei primi anni 2000, 1’analisi
biomolecolare ha iniziato ad avere un’applicabilita clinica ' 160,
L’analisi mutazionale per BRAFV600E possiede un’altissima
specificita e PPV per malignita'®’, ma possiede bassa sensibilita. La
sensibilita diagnostica delle indagini di biologia molecolare ¢ stata
migliorata attraverso I’introduzione dei pannelli molecolari, disponibili
per 1’uso clinico a partire dagli ultimi anni 2000. Essi, oltre a BRAF,
comprendevano [’analisi di altri geni frequentemente alterati nei
carcinomi tiroidei, quali NRAS, HRAS e KRAS, e anche geni di fusione
quali RET/PTC1, RET/PTC3 e PAXS8/PPARy. Tipicamente, questo
pannello a 7 geni era in grado di rilevare le alterazioni geniche presenti
in circa il 70% di tutti i carcinomi tiroidei'®’. La performance di questo
pannello molecolare, di particolare utilita nella diagnostica dei noduli
tiroidei a citologia indeterminata, ¢ stata valutata in numerosi studi, i
quali hanno mostrato, per ognuna delle tre classi citologiche
indeterminate, elevata specificita ed elevato PPV per la diagnosi di
malignita in presenza di almeno una mutazione fra quelle ricercate!'1%4,
Pertanto, come concludevano questi Autori, il riscontro di mutazione

(con la possibile esclusione di RAS, la cui alterazione si puo riscontrare

anche negli adenomi follicolari) poteva essere considerato
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un’indicazione alla chirurgia, e in particolare alla tiroidectomia totale,
in quanto il rischio di malignita aumentava rispetto a quello stimato in
base alla sola citologia. Viceversa, [’assenza di mutazione riduceva il
rischio di malignita per ognuna delle tre categorie indeterminate, in
particolare dal 14 al 6% per la classe citologica 3 Bethesda
(AUS/FLUS), dal 27 al 14% per la classe citologica 4 (FN/SFN), e dal
54 al 28% per la classe citologica 5 (SUSP), suggerendo la possibilita
di un trattamento piu conservativo (lobectomia). Tuttavia, i valori di
sensibilita e NPV del pannello a 7 geni appaiono comunque non
sufficientemente elevati per poter evitare la chirurgia nei pazienti con
assenza di mutazioni '®. Pertanto, tale pannello, caratterizzato da
elevata specificita ed elevato valore predittivo positivo, pu0d essere
considerato come un “rule-in test”, in grado cioe¢ di identificare quali

noduli sono pit probabilmente maligni'®,

La necessita di avere a disposizione un valido “rule-out test”,
caratterizzato da elevata sensibilitd ed elevato NPV e quindi in grado
di discriminare i noduli piu probabilmente benigni, ha portato allo
sviluppo dei cosiddetti “gene expression classifier”, tra i quali il piu
conosciuto ¢ commercializzato da Veracyte con il nome Afirma®.
Questo test ¢ in grado di valutare 1’espressione genica di 142 geni
attraverso 1’analisi di 167 RNA messaggeri e fornisce un risultato di
“benignita” o di “sospetto”. La performance di questo test & stata

7

inizialmente valutata da Alexander e collaboratori!®’ in uno studio

prospettico multicentrico in doppio cieco che ha coinvolto 129 noduli
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di classe 3 Bethesda e 81 noduli di classe 4 Bethesda, dimostrando un
elevato NPV, rispettivamente del 95% e 94% per queste categorie
citologiche, ma un basso PPV (37-38%). In altre parole, due terzi circa
dei pazienti con citologia 3 e 4 Bethesda e risultato “sospetto” a questo

test avevano in realtd noduli benigni all’istologico.

Il passo successivo nell’evoluzione delle indagini di biologia
molecolare & stato rappresentato dall’applicazione del cosiddetto “next
generation sequencing” test (NGS). Esso consente di identificare
numerose alterazioni geniche mediante [’utilizzo di un piccolo
quantitativo di cellule ed & pertanto eseguibile anche sul materiale
proveniente dalla citoaspirazione!®®, ThyroSeq v2 & un avanzato e vasto
pannello multi-gene specifico per le neoplasie tiroidee che ¢ in grado
di testare la presenza di mutazioni puntiformi e piccole delezioni o
inserzioni in 14 geni, 42 tipi di geni di fusione e valutare I’espressione
di 16 geni'®, alterazioni che si riscontrano in circa il 90% delle
neoplasie tiroidee. In particolare, oltre alle mutazioni e riarrangiamenti
gia previsti dal pannello a 7 geni, esso puo ricercare mutazioni di TP53,
TERT, RET, BRAF, NTRK1 e NTRK3, ALK e altre alterazioni
riscontrate nelle neoplasie follicolari e midollari, restituendo una
valutazione della probabilita di cancro. La performance di questo test ¢
stata valutata in studi effettuati da Nikiforov e collaboratori!®®170 e
condotti su 143 pazienti con noduli a citologia 4 Bethesda e su 96
pazienti con noduli a citologia 3 Bethesda sottoposti a intervento

chirurgico. Questi studi hanno mostrato che un risultato negativo al test
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era caratterizzato da un NPV del 96-97%, corrispondente a un rischio
di malignita residuo del 3-4% per questi noduli, rischio comparabile a
quello dello dei noduli definiti citologicamente benigni'”!, pur con un
PPV ragionevolmente elevato (77-83%). Pertanto anche questa metodica
potrebbe essere definita come un test che ¢ contemporaneamente “rule-

in” e “rule-out”.

Altre metodiche introdotte recentemente, ma ancora sperimentali, si
basano sull’identificazione dei microRNA (miRNA), porzioni non
codificanti di RNA in grado di regolare 1’espressione genica. Fra questi,
il ThyGenX/ThyraMIR combina un pannello a 7 geni (ThyGenX) con un
pannello di 10 miRNA (ThyraMIR). La performance di questo test ¢
stata indagata in uno studio!”? multicentrico su 58 noduli di classe 3
Bethesda e 51 noduli di classe 4 Bethesda e ha mostrato un NPV del
94% e un PPV del 74%. I1 Rosetta GX Reveal test ¢ basato
esclusivamente sulla individuazione di 24 miRNA; esso ¢ stato validato
in uno studio!” retrospettivo multicentrico condotto su 150 noduli a
citologia 3 e 4 Bethesda e ha mostrato un NPV del 91% e un PPV del

59%.
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PARTE SPERIMENTALE
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PREMESSA

Come gia accennato in precedenza, negli ultimi 30 anni ¢ stata riportato
un aumento dell’incidenza del carcinoma tiroideo 1in tutto il
mondo 74173 176.177.178,179 "Tale aumento & stato registrato anche in Europa,
dove l’incidenza media, stimata mediante una survey nel 2004, appare
essere compresa tra 5,0 e 12,9 casi/100.000 abitanti/anno

rispettivamente negli uomini e nelle donne '3,

In Italia, 1’incidenza
media ¢ stata calcolata essere rispettivamente di 5,2 e di 15,5/100.000
abitanti/anno in maschi e femmine'8!. Questo andamento epidemiologico
nell’ambito della patologia tumorale tiroidea ¢ stato dimostrato in
numerose aree geografiche inclusa la provincia di Parma'®?, dove
I’incidenza media & passata dal 12,6/100.000 abitanti/anno nel periodo

1998-2003 al 21,3/100.000 abitanti/anno nel periodo 2004-2009, con un

aumento proporzionale simile tra maschi e femmine.

Tipicamente, il carcinoma tiroideo insorge nei noduli tiroidei. Tuttavia,
nella maggior parte dei casi i noduli sono benigni e il carcinoma tiroideo
si riscontra solamente nel 5-15%!83.184.185.186.187 qei noduli tiroidei, in
relazione a diversi fattori di rischio, quali principalmente eta, sesso,
esposizione a radiazioni ionizzanti, familiarita. Pertanto, risulta di

fondamentale importanza diagnosticare con accuratezza i noduli
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neoplastici in modo tale da evitare interventi di chirurgia tiroidea per

patologia benigna.

Attualmente, la metodica pit comunemente utilizzata e affidabile per la
diagnostica del nodulo tiroidei ¢ 1’analisi citologica su agoaspirazione
con ago sottile (FNAC). Tale indagine consente infatti una diagnosi di
benignita o malignita nella maggior parte dei casi. Tuttavia, nel 25%
circa dei noduli tiroidei, la citologia agoaspirativa non ¢ in grado di
escludere la malignita e pertanto tali casi vengono classificati in una
delle categorie di citologia cosiddetta indeterminata'88 189,190,191 Ne]
sistema attualmente universalmente accettato di classificazione per la
citologia tiroidea (Bethesda System for Reporting Thyroid
Cytopathology !°?) la categoria indeterminata include tre specifiche
diagnosi citologiche: atipia di significato indeterminato/lesione
follicolare di significato indeterminato (atypia of undetermined
significance/follicular lesion of undetermined significance,
AUS/FLUS), neoplasia follicolare o sospetto per neoplasia follicolare
(follicular neoplasm/suspicious for follicular, FN/SFN) e sospetto di
malignita (suspicious for malignancy, SUSP) rispettivamente
denominate Classe 3, Classe 4 e Classe 5 con un rischio di malignita
rispettivamente del 5-15, 15-30 e 60-75%. Non essendo in questi casi la
sola citologia in grado di fornire una diagnosi definitiva, la maggior
parte dei pazienti con citologia indeterminata viene sottoposta a
intervento chirurgico per stabilire una diagnosi istopatologica.

Solamente nel 10-40% dei casi perdo i noduli tiroidei con citologia
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indeterminata asportati chirurgicamente risultano essere
maligni'® 19195 Tali interventi chirurgici potrebbero essere evitati se le
procedure di citoaspirazione realmente consentissero un’accurata

discriminazione preoperatoria tra patologia nodulare benigna e maligna.

Gia da diversi anni, indagini biomolecolari atte ad individuare
mutazioni e riarrangiamenti genici su citoaspirato hanno aumentato
I’efficacia della diagnosi prechirurgica anche nell’ambito della
patologia neoplastica tiroidea!°197:198.19  In particolare, le alterazioni
geniche comunemente ricercate, e che vengono riscontrate nel 70%
circa delle neoplasie tiroidee, sono rappresentate da: mutazioni
puntiformi quali BRAFV600E, NRAS codone 61, HRAS codone 61 e
KRAS codone 12/13, e riarrangiamenti genici quali RET/PTCI,
RET/PTC3 e PAX8/PPARy. E’ stato dimostrato che nelle categorie
citologiche tiroidee indeterminate le indagini molecolari su citoaspirato
hanno un’accuratezza diagnostica che va dall’80% al 94%, pur con una

sensibilita inferiore al 70%?2%,

L’ecografia B-mode ¢ attualmente la tecnica di imaging piu accurata e
affidabile nella diagnostica dei noduli tiroidei; infatti, caratteristiche
come la presenza di microcalcificazioni, margini irregolari,
ipervascolarizzazione, aspetto “taller than wide”, assenza di alone
ipoecogeno periferico e ipoecogenicita rappresentano caratteri di
sospetto per malignita?®!. Sfortunatamente, tali aspetti sonografici non
hanno sensibilita e specificita sufficienti per predire con accuratezza la

malignitda del nodulo ?*>. Recentemente, la diagnostica strumentale
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N

tiroidea si ¢ arricchita di una nuova metodica capace di oggettivare la
durezza tissutale, denominata elastografia (UltraSound Elastography,
USE). Tale indagine sta emergendo come un promettente strumento per
migliorare la caratterizzazione dei noduli tiroidei anche se la sua
applicazione nella pratica clinica non ¢ ancora routinaria. Il carcinoma
tiroideo ¢ solitamente ritenuto meno elastico del nodulo tiroideo
benigno. Pertanto, nella diagnostica per immagine del nodulo tiroideo
risulta di particolare utilita 1’impiego di una metodica quale
I’elastografia, che consente di stimare la durezza del nodulo tiroideo,
misurando il grado di distorsione degli ultrasuoni nel loro impatto con
il tessuto che si sta analizzando; un software dedicato consente di
misurare tale grado di distorsione, quantificandolo e rappresentandolo

mediante una scala di colori.

E’ dimostrato che noduli con elevata durezza all’elastografia presentano
un maggior rischio di malignita®®, tuttavia i risultati dell’elastografia
da sola o in combinazione con la citologia classica nella diagnosi dei

noduli tiroidei sono ancora discordantiZ®

Ad oggi non esistono dati circa 1’effetto dell’utilizzo combinato di
elastografia e biologia molecolare su citoaspirazione nella diagnosi dei
noduli tiroidei. Risulta pertanto interessante indagare gli effetti
dell’applicazione combinata di elastografia ed indagini biomolecolari
su citoaspirato sul miglioramento dell’accuratezza e della sensibilita
diagnostica dei noduli tiroidei. Ci0 potrebbe risultare particolarmente

utile nella diagnostica prechirurgica dei noduli a citologia
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indeterminata, nei quali la combinazione delle due metodiche
diagnostiche potrebbe portare ad un miglioramento della stima di
rischio di malignita e quindi, potenzialmente, ad una sensibile riduzione

del numero di interventi chirurgici.

SCOPO DELLO STUDIO

Lo scopo dello studio ¢ pertanto quello di valutare le caratteristiche
ecografiche, biomolecolari ed istologiche di noduli citologicamente
indeterminati diagnosticati consecutivamente in un’area a moderata
carenza iodica e verificare se 1’utilizzo combinato di ecografia e analisi
di biologia molecolare condotta su materiale ottenuto per
citoaspirazione ¢ in grado di migliorarne I’accuratezza diagnostica nella

stima del rischio di malignita.

L’analisi molecolare prevista dal presente studio prevede la ricerca
delle seguenti mutazioni: BRAFV600E, NRAS codone 61, HRAS
codone 61 e KRAS codone 12/13, e dei seguenti riarrangiamenti genici:

RET/PTCI1, RET/PTC3 e PAX8/PPARY.

Qui di seguito vengono presentati i risultati di una analisi ad interim

dello studio dopo la valutazione della sola mutazione di BRAFV600E.
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MATERIALI E METODI

POPOLAZIONE DELLO STUDIO

Sono stati raccolti ed analizzati, consecutivamente, i dati di 80 pazienti
con nodulo/i tiroideo/i gia sottoposto/i a routinaria agoaspirazione con
ago sottile con riscontro di diagnosi citologica indeterminata in attesa
di eseguire, come da normale pratica clinica, intervento di
tiroidectomia, afferiti presso la Struttura Semplice di Endocrinologia
Metabolica Geriatrica di  UO Clinica Geriatrica, dell’Azienda
Ospedaliero-Universitaria di Parma, dal 1° ottobre 2014 al 30 aprile

2017.

DISEGNO DELLO STUDIO

Si tratta di uno studio sperimentale, monocentrico, prospettico che ¢
stato condotto su pazienti con nodulo/i tiroideo/i gia sottoposto/i ad
agoaspirazione con ago sottile routinariamente diagnostica e con
riscontro di diagnosi citologica indeterminata in attesa di eseguire,
come da normale pratica clinica, intervento di tiroidectomia. Sono stati
arruolati consecutivamente tutti i pazienti con nodulo/i indeterminato/i
che hanno avuto accesso agli ambulatori del Centro Endocrino-
Metabolico, Unita Semplice di Endocrinologia Geriatrica, Clinica
Geriatrica, Dipartimento di Medicina e Chirurgia, Universita di

Parma/Azienda Ospedaliero-Universitaria di Parma.
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Il protocollo dello studio ¢ stato redatto in conformita alle Norme di
Buona Pratica Clinica e nel rispetto dei principi etici stabiliti nelle
dichiarazioni internazionali ed ¢ stato approvato dal Comitato Etico per
la Parma in data 16/07/2014. Il consenso informato ¢ stato ottenuto da

tutti i singoli partecipanti inclusi nello studio.

In accordo con la classificazione Bethesdall, sono stati considerati tutti
i noduli con diagnosi appartenente alle categorie cosiddette

indeterminate. Esse sono:

- Classe 3: atipia di significato indeterminato/lesione follicolare di
significato indeterminato (atypia of undetermined
significance/follicular lesion of undetermined significance,

AUS/FLUS)

- Classe 4: neoplasia follicolare o sospetto per neoplasia follicolare

(follicular neoplasm/suspicious for follicular neoplasm, FN/SFN)

- Classe 5: sospetto di malignita (suspicious for malignancy,

SUSP).

Ogni singolo nodulo, appartenente o meno allo stesso soggetto, ¢ stato
considerato e ad esso ¢ stato associato un codice wunivoco
corrispondente. Su ogni singolo nodulo sono state quindi eseguite le

seguenti procedure: ecografia, elastosonografia, citoaspirato con ago

sottile per indagine biomolecolare, analisi mutazionale.
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Ecografia tiroidea

L’elastografia & stata eseguita mediante ’utilizzo di ecografo apposito
(X-Vision MyLab 70 Esaote, Milano, Italy) con sonda lineare da 5-13
MHz. Il paziente viene disposto sul lettino in posizione supina e con
collo iperesteso sopra un cuscino o sopra un supporto a cuneo di
gommapiuma o materiale similare. L’ecografo ¢ posto a destra del letto
d’esame nello stesso lato dell’operatore, che con la mano destra
manovra la sonda ed esegue la scansione del collo del paziente, mentre
con la mano sinistra configura le caratteristiche fisiche dell’ecografo
necessarie all’indagine sia all’inizio che durante 1’esecuzione
dell’esame. La tiroide deve essere esplorata in tutta la sua interezza,
prima con scansioni preliminari trasversali e longitudinali. La sonda
viene posizionata in maniera diversa a seconda dei piani di scansione:
nel piano assiale o trasversale la sonda viene posta orizzontalmente sul
collo e consente la misurazione dei diametri anteroposteriore e
laterolaterale o trasverso; nel piano longitudinale o sagittale la sonda
viene posizionata lungo il diametro maggiore della ghiandola,
parallelamente alla trachea, con una leggera inclinazione mediale

dall’alto e consente la misurazione del diametro longitudinale.

Per ogni nodulo a citologia indeterminata sono state valutate e registrate
le seguenti variabili: dimensioni del nodulo, ecogenicita (ipoecogeno,
isoecogeno, iperecogeno), struttura (solido, misto, spongiforme,
cistico), disomogeneita, forma (in particolare se presentava una forma

pit alta che larga nella scansione trasversale ossia con diametro
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anteroposteriore maggiore rispetto al diametro laterolaterale -
cosiddetta forma “taller than wide”), aspetto dei margini (regolari o
irregolari), presenza di microcalcificazioni, vascolarizzazione

(intranodulare e/o perinodulare).

Tutte le indagini ecografiche sono state eseguite da un singolo operatore

(G.C.).

Elastosonografia

L’elastografia & stata eseguita mediante 1’utilizzo di ecografo apposito
(X-Vision MyLab 70 Esaote, Milano, Italy) con sonda lineare da 5-13
MHz. Secondo le istruzioni sull’esecuzione di tale indagine, dopo aver
appoggiato la sonda ecografica sul collo del paziente in posizione
trasversale, vengono effettuate ripetute piccole compressioni sulla cute
sovrastante il nodulo fino ad ottenere un grado di compressione che
viene contrassegnato da apposito segnale dal software. Tale segnale
contraddistingue un grado di compressione adatto per considerare la
metodica valida permettendo, al tempo stesso, il confronto dei risultati
tra diversi noduli. A tale compressione consegue una distorsione degli
ultrasuoni che viene analizzata, elaborata e visualizzata sullo schermo
dal software dell’ecografo secondo un elastogramma a colori
sovrapposto all’immagine B-mode. Quando lo strumento riconosce che
¢ stata impressa una compressione adeguata 1’operatore puod visualizzare

sullo schermo un piccolo simbolo di riconoscimento. Nell’immagine
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elastografica il nodulo assume diverse colorazioni secondo una scala di
colore che va dal rosso (alta elasticita, tessuto soffice) al blu (bassa
elasticita, tessuto duro). Ai noduli analizzati ¢ stato assegnato, a
seconda delle caratteristiche elastografiche, il seguente punteggio:
score 1= soffice (colore rosso/giallo); score 2= elasticita

intermedia/mista (giallo/azzurro); score 3= duro (blu).

Tutte le indagini ecografiche sono state eseguite da un singolo operatore

(G. C)).

Citoaspirazione con ago sottile per indagini biomolecolari

La citoaspirazione tiroidea ¢ stata effettuata mediante eco-assistenza
con tecnica cosiddetta “per capillarita™?05.296.207 (senza aspirazione)
utilizzando aghi mandrinati con lunghezza pari a 90 mm e calibro pari
a 27 Gauge (Artsana, Grandate, [taly). Una volta che la punta dell’ago,
visualizzata mediante I’immagine B-mode, ha raggiunto il nodulo, il
mandrino viene rimosso e si procede alla raccolta del materiale
citologico. Il materiale citologico viene quindi raccolto all’interno di
una provetta di 1,5 ml e stoccato a -80°C in attesa dell’esecuzione delle
analisi molecolari. Viene inoltre eseguito il lavaggio dell’ago con 500
pL di soluzione fisiologica e tale materiale viene anch’esso raccolto
all’interno di una provetta di 1,5 ml e stoccato a -80°C in attesa

dell’esecuzione delle analisi molecolari.
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Tutte le indagini di citoaspirazione sono state eseguite da un singolo

operatore (M. M.).

Analisi mutazionale

Le analisi genetiche che vengono effettuate sul materiale prelevato
mediante citoaspirazione consistono nell’individuazione di specifiche
mutazioni e/o riarrangiamenti genici che sono noti per essere
caratteristici dei carcinomi tiroidei differenziati. In particolare, nel
presente studio ¢ stata effettuata la ricerca della mutazione puntiforme

BRAFV600E.

Estrazione del DNA

I DNA ¢ stato isolato dal tessuto mediante mini-kit apposito,
utilizzando il kit QIAamp DNA Investigator Kit® (Qiagen, Milano,
Italia) con procedimento manuale o completamente automatizzato sul
QIAcube (Qiagen, Milano, Italia). E’ stata prelevata un’aliquota di 100
pL di agoaspirato tiroideo e trasferita in una provetta da 2 mL, cui sono
stati aggiunti 10 uL di proteinasi K e 100 pL di buffer AL. Le provette
sono state poste poi in un termoblocco a 56°C per 10/15 minuti. Al
termine di questa prima fase, che consente una parziale digestione del
campione, sono stati aggiunti 50 pL di etanolo assoluto. La soluzione
ottenuta veniva lasciata qualche minuto a temperatura ambiente e poi
trasferita all’interno di apposite colonnine fornite dal kit dotate di una

membrana in grado di trattenere il DNA. Si effettuava dunque un primo
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passaggio in centrifuga a 8000 rpm per 1 minuto. Si eliminavano i tubi
di raccolta contenenti il liquido di scarto e se ne disponevano di nuovi,
cui venivano aggiunti 500 pL di buffer AWI1, effettuando un secondo
passaggio in centrifuga, identico al precedente. Venivano nuovamente
eliminati i tubi di raccolta e sostituiti. A questo punto venivano aggiunti
700 puL di buffer AW2 ed eseguiti due passaggi in centrifuga; questo
consente di asciugare la membrana ed eliminare qualsiasi residuo di
buffer precedente. L ultimo passaggio prevedeva 1’aggiunta di 50 pL di
buffer AE, che grazie alla sua composizione consente di eluire il DNA
finora trattenuto dalla membrana. Sono stati ottenuti dunque 50 pL di

DNA all’interno di provette da 1,5 mL.

Discriminazione allelica

La discriminazione allelica ¢ una metodica basata su tecnologia real
time che permette una rapida e precisa genotipizzazione del campione
da analizzare. In un sistema biallelico, come nel nostro caso, sono
previste nella stessa reazione due sonde (TagMan MGB), una per allele,
ciascuna marcata con un diverso fluoroforo emettitore in 5’ (FAM per
I’allele mutato e VIC per 1’allele wildtype) ed uno smorzatore di
fluorescenza in 3’ (quencher). Una sonda complementare alla sequenza
target viene tagliata dall’attivita 5° esonucleasica della Taq DNA
Polimerasi durante la PCR, liberando il fluoroforo emettitore, che non
essendo pill smorzato dal quencher, emette fluorescenza. La sonda non
complementare alla sequenza target, invece, rimane intatta durante la

reazione, per cui non ci sara emissione di fluorescenza.
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Le sequenze target riconosciute dalle specifiche sonde sono contenute
nell’amplicone prodotto con primer specifici per BRAF, ottenuto
amplificando il DNA somatico proveniente dai nostri campioni,
similmente per quanto avviene per il sequenziamento. Durante la fase
dell’annealing entrambe le sonde si ibridano, venendo poi degradate
diversamente a seconda del genotipo del campione. L’aumento della
fluorescenza alla lunghezza d’onda specifica di uno dei due fluorofori
(analizzato mediante il software 7700 SDS) corrisponde ad uno stato di
omozigosi per quell’allele, mentre [’aumento contemporaneo di
entrambe corrisponde all’eterozigosi. Le condizioni di allestimento
della PCR sono perd ovviamente diverse da quelle predisposte per il

sequenziamento.

MIX per la discriminazione:

- 5 pul TagMan Genotyping Master Mix Y

- 250 nM sonda-FAM
- 250 nM sonda VIC 900 nM primer reverse >— TOT=20 uL

- 900 nM primer forward

- 15 ng DNA somatico _

Le condizioni di temperatura della reazione sono: 10 min a 95°C per
attivare la Amply Taq Gold Polymerase contenuta nella master mix, 50

cicli a 92°C per 15 sec, seguiti da 90 sec a 60°C per lo step di
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annealing/estensione. Tutte le reazioni sono state eseguite sullo

strumento 7900 HT Fast Real-Time PCR System (Applyed Biosystems).

Esame istologico
I pazienti con nodulo a citologia indeterminata sono stati sottoposti,

secondo pratica clinica e secondo le linee guida di riferimento '4>208,

a
intervento chirurgico. L’esame istologico del tessuto tiroideo dopo
esecuzione di tiroidectomia ha permesso di conoscere con certezza quali

noduli a citologia indeterminata sono stati effettivamente caratterizzati

da una diagnosi di malignita.

Variabili registrate
Per ogni paziente sono stati individuati e considerati i seguenti

parametri:

* eta

e genere (maschile [M] o femminile [F])

e funzionalita tiroidea (eutiroidismo, ipotiroidismo,
ipertiroidismo)

e ormone tireostimolante (TSH)

e referto citologico (Classe 3, Classe 4, Classe 5 sec. Bethesda
2010)

e caratteristiche ecografiche del nodulo:
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* dimensioni del nodulo (diametri ecografici)
* ecogenicita (ipoecogeno, isoecogeno, iperecogeno)
* struttura (solido, misto, spongiforme, cistico)
* disomogeneita (omogeneo o disomogeneo)
 forma (in particolare se presentava una forma piu alta che
larga nella scansione trasversale ossia con diametro
anteroposteriore maggiore rispetto al diametro
laterolaterale — cosiddetta forma “taller than wide”)
* aspetto dei margini (regolari o irregolari)
* presenza di microcalcificazioni
* vascolarizzazione (intranodulare, perinodulare,
intranodulare e perinodulare, assente)
caratteristiche elastosonografiche: Score 1= soffice (colore
rosso/giallo); Score 2= elasticita intermedia/mista
(giallo/azzurro); Score 3= duro (blu)
analisi mutazionale (presenza o assenza di mutazione
BRAFV600E)
referto istologico (benignitd o malignita del nodulo)
istotipo (carcinoma papillare, PTC; variante follicolare del
carcinoma papillare, FVPTC; PTC altre varianti, carcinoma
follicolare, FTC; adenoma follicolare, iperplasia adenomatosa)
diametro istologico della lesione
presenza di tiroidite linfocitaria all’istologico

presenza di iperplasia adenomatosa all’istologico
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ANALISI STATISTICA

Le variabili qualitative sono descritte attraverso frequenze assolute
(frequenze relative), mentre le variabili quantitative come media #*
deviazione standard oppure come mediana (range interquartile) a
seconda della distribuzione dei dati. Per valutare la relazione tra
variabili qualitative/quantitative e una singola variabile dicotomica (es.
benignita vs malignita) sono stati usati modelli di regressione logistica
univariata. Per valutare la relazione tra variabili
qualitative/quantitative e una singola variabile politomica (es. grado 3
vs grado 4 vs grado 5) sono stati usati: (a) chi quadrato o test esatto di
Fisher-Freeman-Halton per variabili qualitative; (b) ANOVA ad una via
per variabili quantitative normali e/o con modeste deviazioni dalla
normalita; (c) test di Kruskal-Wallis per variabili quantitative con

grosse deviazioni dalla normalita.

Per valutare 1’accordo tra diametro ecografico e istologico, ¢ stato
costruito il grafico di Bland Altman?” ed un test di regressione
semplice, calcolando i valori di intercetta e di pendenza con relativi

errori standard ed il coefficiente di correlazione lineare (R e R?).

Per valutare la combinazione di due variabili, ¢ stata considerata come
combinazione negativa [’assenza di due fattori di rischio e come
combinazione positiva la presenza di almeno un fattore di rischio. E’

stata successivamente calcolata sensibilita, specificitd, potere
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predittivo positivo (PPV) e potere predittivo negativo (NPV) con
relativi intervalli di confidenza al 95%. Tutti i calcoli statistici sono
stati effettuati utilizzando diversi software: IBM SPSS Statistics
versione 24.0 (IBM, Amork, NY), Statsdirect v. 3.1.4 (Statsdirect LTD,
Cheshire, UK) ed il software gratuito on-line Vassarstats
(www.vassarstats.net). La soglia di significativita ¢ sempre stata fissata

a p=0,05.
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RISULTATI

Le caratteristiche generali della popolazione sono mostrate in Tabella
1. Sono stati esaminati 80 soggetti, di cui 54 (66%) femmine, con un’eta
pari a 55,6 + 14,5 (media + deviazione standard). Il 68% della
popolazione era costituito da soggetti eutiroidei, il 17% da ipotiroidei

ed il 3% da ipertiroidei.

Tabella 1. Caratteristiche generali della popolazione (n= 80 soggetti)

Variabili
Eta (anni), M £ DS 55,6 14,5
Sesso (F), n (%) 54 (66)
Funzione tiroidea, n (%)
eutiroidismo 55 (68)
ipotiroidismo 14 (17)
ipertiroidismo 3(3)
mancanti 10(12)
Classe citologica, n (%)
3 21 (26)
4 53 (65)
5 8(9)
mancante 0(0)
Soggetti non operati, n (%) 13 (16)
Noduli in soggetti operati, n (%)
istologia benigna 43 (62)
istologia maligna 26 (38)
mancanti 0(0)
tiroidite linfocitaria 26 (38)
mancanti 15 (18)
iperplasia adenomatosa 56 (81)
mancanti 15 (18)

M = media; DS = deviazione standard.

In totale, 82 noduli sono stati esaminati: 21 (26%) appartenenti alla
classe citologica 3, 53 (65%) alla classe citologica 4, e 8 (9%) alla

classe citologica 5. Per 69 (84%) noduli era disponibile [’esame
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istologico su intervento chirurgico; di questi casi il 38% aveva
un’istologia maligna. Nel 38% dei casi, all’esame istologico ¢ stata

documentata la presenza di tiroidite linfocitaria e nell’81% di iperplasia

adenomatosa.

Nella tabella 2A sono riportate le caratteristiche demografiche dei
soggetti stratificate per classe citologica. Non vi era differenza
significativa di eta (p=0,727) né di sesso (p=0,280) tra i soggetti
relativamente alla classi citologiche. I valori mediani di TSH non
presentavano differenze significative nel confronto tra le tre classi
citologiche (p=0,863).

Nella tabella 2B sono riportate le caratteristiche dei noduli stratificate
per classe citologica. La mediana del diametro ecografico era pari a 19
mm (IQ: 13,5-28,5) per le classi citologiche 3 e 4, e 17,5 mm (IQ: 10,5-
24,5) per la classe citologica 5 (p=0.743). Nessuna differenza
statisticamente significativa tra le classi ¢ stata riscontrata per le
seguenti caratteristiche ecografiche dei noduli: ecogenicita (p=0,880),
struttura (p=0,480), disomogeneita (p=0,830), irregolarita dei margini
(p=0,220), microcalcificazioni (p=0,690). A causa della insufficiente
numerosita campionaria, non ¢ stato possibile calcolare la differenza tra
1 gruppi per le seguenti caratteristiche ecografiche: forma “taller than
wide” e vascolarizzazione del nodulo. Nessuna differenza
statisticamente significativa & stata riscontrata tra le tre classi
citologiche riguardo le caratteristiche elastosonografiche dei noduli

esaminati (p=0,830). La mutazione BRAV600E ¢ stata riscontrata in 1
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nodulo della classe citologica 4 e in 2 noduli della classe citologica 5,
ma in nessun nodulo della classe citologica 3. In 8 (38%) casi della
classe citologica 3, e in 5 (9%) casi della classe citologica 4 il paziente
non & stato sottoposto a intervento chirurgico. Tutti i pazienti i cui
noduli ricadevano nella classe 5 sono stati sottoposti a intervento

chirurgico.

Tabella 2

2A. Caratteristiche demografiche del totale dei soggetti (n= 80)
stratificate per classe citologica

Classe 3 Classe 4 Classe 5 "
(n=21) (n=53) (n=8) P
Eta (anni), M = DS 55,8 +12,9 54,9+14,7 59,4 +18,3 0,727
Sesso (F), n (%) 12 (57) 38 (72) 4 (50) 0,280
TSH (uU/mL), mediana (1Q) 1,6(1,3-2,4) 1,7(1,2-2,5) 1,6(0,8-2,3) 0.863
mancanti 1 6 0 ’

2B. Caratteristiche del totale dei noduli (n= 82) stratificate per classe
citologica

Classe 3 Classe 4 Classe 5 "
(n=21) (n=53) (n=8) P
: ! . 19 19 17,5
?n'qamm)et:;jic;gar?rg)o mediana (1Q) (13,5-28,5) (13,5-28,5) (10,5-24,5) 0,743
’ mancante 0(0) 0 (0) 0(0)
ipoecogeno 13 (62) 32 (60) 4 (50)
N isoecogeno 8(38) 21 (40) 4 (50)
Ecogenicita iperecogeno 0(0) 0(0) 0(0) 0,880
mancante 0(0) 0(0) 0(0)
solido 17 (81) 46 (87) 6 (75)
misto 4(19) 7 (13) 2 (25)
Struttura spongiforme 0(0) 0(0) 0(0) 0,480
cistico 0(0) 0(0) 0(0)
mancante 0(0) 0(0) 0(0)

. . 8(38) 21 (40) 2 (25)
Disomogeneita mancante 0(0) 0(0) 0(0) 0,830
Forma "taller than 0(0) 4(7) 1(12) NC
wide" mancante 0(0) 0(0) 0(0)

L . 2(9) 9(17) 3(37)
Margini irregolari mancante 0(0) 0(0) 0(0) 0,220

. e 4(19) 6(11) 1(12)
Microcalcificazioni mancante 0(0) 0(0) 0(0) 0,690
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intranodulare 9 (43) 32 (60) 4 (50)

perinodulare 5(24) 16 (30) 3(37)
Vascolarizzazione intranodulare e 7(33) 5(10) 0(0) NC

perinodulare

assente 0(0) 0(0) 1(13)

mancante 0(0) 0(0) 0(0)

score 1 7 (33) 23 (43) 2(28)

) score 2 10 (48) 19 (36) 3 (44)

Elastosonografia score 3 4 (19) 11 21) 2(28) 0,830

mancante 0(0) 0(0) 1(12)
Mutazione 0(0) 1(2) 2 (25) NC
BRAFV600E mancante 0(0) 1(2) 0 (0)
Non eseguito 8 (38) 5(9) 0(0) NC

intervento chirurgico
M = media; DS = deviazione standard; IQ = range interquartile
* ANOVA, Kruskall-Wallis, chi-quadrato o test esatto di Fisher-Freeman-Halton

Nella tabella 3A sono riportate le caratteristiche demografiche dei
soggetti sottoposti a intervento chirurgico stratificate per classe
citologica. Non vi era differenza significativa di eta (p=0,481) né di
sesso (p=0,160) tra i soggetti relativamente alla classi citologiche. I
valori mediani di TSH non presentavano differenze significative nel
confronto tra le tre classi citologiche (p=0,863).

Nella tabella 3B sono riportate le caratteristiche dei noduli sottoposti a
intervento chirurgico stratificate per classe citologica. La mediana del
diametro ecografico era pari a 19 mm (IQ: 13,5-30) per la classe
citologiche 3, 19 mm (IQ: 13-28) per la classe citologica 4, e 17,5 mm
(IQ: 10,5-24,5), senza differenze significative fra le tre classi
(p=0,760). Nessuna differenza statisticamente significativa tra le classi
¢ stata riscontrata per le seguenti caratteristiche ecografiche dei noduli:
ecogenicita (p=0,690), struttura (p=0,300), disomogeneita (p=0,590),
irregolarita dei margini (p=0,250), microcalcificazioni (p=0,460). A

N

causa della insufficiente numerosita campionaria, non & stato possibile
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calcolare la differenza tra i gruppi per le seguenti caratteristiche
ecografiche: forma “taller than wide” e vascolarizzazione del nodulo.
Nessuna differenza statisticamente significativa & stata riscontrata tra
le tre classi citologiche riguardo le caratteristiche elastosonografiche
dei noduli esaminati (p=0,970). La mutazione BRAV600E ¢ stata
riscontrata in 1 nodulo della classe citologica 4 e in 2 noduli della classe
citologica 5, ma in nessun nodulo della classe citologica 3. Istologia
maligna ¢ stata documentata in 4 (31%) noduli della classe citologica
3, 16 (32%) noduli della classe citologica 4, e 6 (75%) noduli della
classe citologica 5. Istologia benigna ¢ stata riscontrata in 9 (69%)
noduli della classe citologica 3, 32 (68%) noduli della classe citologica
4, e 2 (25%) noduli della classe citologica 5. Nel complesso, & stato
documentato un trend verso una minor frequenza di benignita e maggior
frequenza di malignita della classe 5 nei confronti delle altre due classi
citologiche, pur senza raggiungere la significativita statistica
(p=0,106). La mediana del diametro istologico era pari a 18 mm
(IQ:13,5-31,5) per la classe citologica 3, 19 mm (IQ: 12-25) per la
classe citologica 4, e 13,5 mm (IQ: 10-27) per la classe citologica 5,
senza differenze significative fra le tre classi (p=0,371). L’istotipo piu
rappresentato in ognuna delle tre classi citologiche era ’FVPTC. L’FTC
veniva riscontrato solo nella classe citologica 4 (4 casi, 8%), mentre il
PTC veniva riscontrato solo nella classe 5 (1 caso, 13%). Nessuna

differenza statisticamente significativa veniva documentata tra le tre
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classi citologiche nel riscontro istologico di tiroidite linfocitaria

(p=0,795) e di iperplasia adenomatosa (p=0,769).

Tabella 3.

3A. Caratteristiche demografiche dei soggetti sottoposti a intervento
chirurgico (n= 67) stratificate per classe citologica

Classe 3 Classe 4 Classe 5 "
(n=13) (n=48) (n=8) P
Eta (anni), M + DS 59,6 +10,4 55,2+ 14,5 60,3 + 18,3 0,481
Sesso (F), n (%) 6 (46) 34 (71) 4 (50) 0,160
TSH (uU/mL), mediana (1Q) 16(13-24) 17(1225 16(0823) 0.
mancanti 1 1 0 ’

3B. Caratteristiche dei noduli sottoposti a intervento chirurgico (n=
69) stratificate per classe citologica

Classe 3 Classe 4 Classe 5 "
(n=13) (n=48) (n=8) P
Diametro ecografico 19 19 17,5
(mm), mediana (1Q) (13,5-30) (13-28) (10,5-24,5) 0,760
! mancante 0(0) 0(0) 0(0)
ipoecogeno 9(69) 30 (62) 4 (50)
N isoecogeno 4(31) 18 (38) 4 (50)
Ecogenicita, n (%) iperecogeno 0(0) 0(0) 0(0) 0,690
mancante 0(0) 0(0) 0(0)
solido 10 (77) 43 (90) 6 (75)
misto 3(23) 5(10) 2 (25)
Struttura, n (%) spongiforme 0(0) 0(0) 0(0) 0,300
cistico 0(0) 0(0) 0(0)
mancante 0(0) 0(0) 0(0)
Disomogeneita, n (%) mancante 40((301)) 28 53)2) 20((205)) 0,590
Forma "taller than 0(0) 4 (8) 1(12) NC
wide", n (%) mancante 0(0) 0(0) 0(0)
Margini irregolari, 1(8) 7 (15) 3(37) 0.250
n (%) mancante 0(0) 0 (0) 0(0) !
Microcalcificazioni, 3(23) 5(10) 1(12) 0.460
n (%) mancante 0(0) 0(0) 0(0) !
intranodulare 5(38) 30 (63) 4 (50)
perinodulare 3(24) 14 (29) 3(37)
Vascolarizzazione, intranodulare e
n (%) perinodulare >(38) 4(8) 0(0) NC
assente 0(0) 0(0) 1(13)
mancante 0(0) 0(0) 0(0)

80



score 1 5(38) 20 (42) 2 (28)
Elastosonografia, score 2 5(38) 18 (37) 3 (44) 0.970
n (%) score 3 3 (24) 10 (21) 2(28) ’
mancante 0(0) 0(0) 1(12)
Mutazione 0(0) 1(2) 2 (25) NC
BRAFV600E, n (%) mancante 0(0) 1(2) 0 (0)
benignita 9 (69) 32 (68) 2 (25)
Istologia, n (%) malignita 4(31) 16 (32) 6 (75) 0,106
mancante 0(0) 0(0) 0(0)
Diametro istologico 18 19 13,5
(mm), mediana (1Q) (13,5-31,5) (12-25) (10-27) 0,371
’ mancante 2 (15) 0(0) 0(0)
PTC 0(0) 0(0) 1(13)
FVPTC 4(31) 12 (25) 5(62)
Istotipo, n (%) PTC altre varianti 0(0) 0(0) 0(0) NC
FTC 0(0) 4 (8) 0(0)
mancante 2 (15) 0(0) 0(0)
Tiroidite linfocitaria 5 (42) 19 (40) 2 (25) 0795
all'istologia, n (%) mancante 1(7) 1(2) 0(0) !
Iperplasia 10 (83) 40 (85) 6 (75)
adenomatosa 0,769
all'istologia, n (%) mancante 1(7) 1(2) 0(0)

M = media; DS = deviazione standard; IQ = range interquartile
* ANOVA, Kruskall-Wallis, chi-quadrato o test esatto di Fisher-Freeman-Halton

Nella tabella 4A sono riportate le caratteristiche dei soggetti sottoposti
a intervento chirurgico stratificate per diagnosi di benignita/malignita.
Non vi era differenza significativa di eta (p=0,991), sesso (p=0,828) e
valori mediani di TSH (p=0.405) tra i soggetti relativamente alla

diagnosi di benignita o malignita.

Nella tabella 4B sono riportate le caratteristiche dei noduli sottoposti a
intervento chirurgico stratificate per diagnosi di benignita/malignita.
Non ¢ stata documentata alcuna differenza significativa tra benignita e
malignitd riguardo alla distribuzione delle classi citologiche
globalmente considerate (p-trend=0,106), pur con differenza
significativa al confronto tra classe citologica 4 e classe citologica 5

(p=0,040), essendo la classe citologica 5 caratterizzata da maggior
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frequenza di malignita e minor frequenza di benignita. La mediana del
diametro ecografico era pari a 19 mm (IQ: 13-28) e 17,5 mm (I1Q: 12-
27) rispettivamente nei noduli benigni e maligni, senza differenze
significative fra 1 due gruppi (p=0,511). Nessuna differenza
statisticamente significativa tra 1 due gruppi istologici ¢ stata
riscontrata per le seguenti caratteristiche ecografiche dei noduli:
ecogenicita (p=0,917), struttura (p=0,589), disomogeneita (p=0,259),
irregolarita dei margini (p=0,441), microcalcificazioni (p=0,244),
vascolarizzazione nodulare (p=0,640), forma “taller than wide”
(p=0,412). Nessuna differenza statisticamente significativa ¢ stata
riscontrata tra i due gruppi istologici riguardo le caratteristiche
elastosonografiche dei noduli esaminati (p=0,430). La mutazione
BRAVG600OE ¢ stata riscontrata in 3 casi tutti appartenenti al gruppo dei
noduli maligni. La mediana del diametro istologico era pari a mm 20
(IQ: 12-25) e mm 16,5 (IQ: 12-30) rispettivamente nei noduli benigni e
maligni, senza differenze significative fra i due gruppi istologici
(p=0,537). Nessuna differenza statisticamente significativa veniva
documentata tra i due gruppi istologici riguardo il riscontro istologico
di tiroidite linfocitaria (p=0,327) e di iperplasia adenomatosa

(p=0,248).
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Tabella 4.

4A. Caratteristiche demografiche dei soggetti sottoposti a intervento
chirurgico (n= 67) stratificate per diagnosi di benignita/malignita.

Benignita Malignita "
(n=43) (n=26) P
Eta (anni), M DS 55,8 + 13,9 55,7 + 15,0 0,991
Sesso (F), n (%) 27 (63) 17 (65) 0,828
TSH (uU/mL), mediana (1Q) 1,7 (1,1-2,4) 1,8(1,2-2,5) 0863
mancante 2 (5) 0(0) !

4B. Caratteristiche dei noduli sottoposti a intervento chirurgico (n=
69) stratificate per diagnosi di benignita/malignita.

Benignita

Malignita

p*
(n=43) (n=26)
Classe citologica 3 9(21) 4 (15) p-trend=0,106
4 32 (74) 16 (62) 3 vs 5 p=0,060
5 2 (5) 6 (23) 4 vs 5 p=0,040
mancante 0(0) 0(0) 3 vs 4 p=0,840
Diametro ecografico 19 17,5
(mm), mediana (1Q) (13-28) (12-27) 0,511
! mancante 0(0) 0(0)
ipoecogeno 27 (63) 16 (62)
N isoecogeno 16 (37) 10 (38)
Ecogenicita, n (%) iperecogeno 0(0) 0(0) 0,917
mancante 0(0) 0(0)
solido 36 (84) 23 (89)
misto 7 (16) 3(11)
Struttura, n (%) spongiforme 0(0) 0(0) 0,589
cistico 0(0) 0(0)
mancante 0(0) 0(0)
Disomogeneita, n (%) mancante 1: 8?) 1(2) zgf) 0,259
Forma "taller than 4(9) 1(4) 0412
wide", n (%) mancante 0(0) 0(0) !
Margini irregolari, 8 (19) 3(12) 0.441
n (%) mancante 0(0) 0(0) ’
Microcalcificazioni, 4(9) 5(19) 0244
n (%) mancante 0(0) 0 (0) !
intranodulare 23 (54) 16 (61)
perinodulare 13 (30) 7 (27)
Vascolarizzazione, intranodulare e
n (%) perinodulare 7(16) 2(8) 0,640
assente 0(0) 1(4)
mancante 0(0) 0(0)
score 1 18 (42) 9 (36)
Elastosonografia, score 2 17 (39) 9 (36) 0.430
n (%) score 3 8(19) 7 (28) !
mancante 0(0) 1(4)
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Mutazione 0(0) 3(11) NC

BRAFV600E, n (%) mancante 1(2) 0(0)

Diametro istologico 20 16,5

(mm), mediana (IQ) (12-25) (12-30) 0,537
! mancante 3(7) 0(0)

Tiroidite linfocitaria 14 (34) 12 (46) 0327

all’istologia, n (%) mancante 2 (5) 0(0) ’

Iperplasia 36 (88) 20 (77)

adenomatosa 0,248

all'istologia, n (%) mancante 2 (5) 0(0)

M = media; DS = deviazione standard; IQ = range interquartile
* ANOVA, Kruskall-Wallis, chi-quadrato o test esatto di Fisher-Freeman-Halton

Nella Figura 6 ¢ mostrato il confronto tra diametro ecografico e

diametro istologico relativamente al numero totale di casi sottoposti a

intervento chirurgico. I risultati hanno dimostrato che non vi ¢ una

sottostima o sovrastima sistematica di un tipo di diametro rispetto

all’altro, pur identificando una variabilita superiore alle 2 deviazioni

standard in 7 casi, e senza differenze tra noduli benigni e noduli benigni

(Figura 7). Entrambi i tipi di misurazione erano comunque altamente

correlati, come dimostrato nella Figura 8.
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Figura 6. Confronto tra diametro ecografico e diametro istologico
relativamente al numero totale di casi sottoposti a intervento chirurgico
(n=69).

g 157 .
5 ] - . .
= 0 o media+2SD
2 -
.
[(M] ® 0O .
o 5 a3 . | media+SD
= | °
2 eade .
© 0 —Ler - e [ media
Eo) e OO O e .
i [ Y ) Oe e
8 -5 4 * ® ® o. [} = °
= o> media-SD
o
[e]
L 10
2 U media-2SD
2 O
o -15 - .
£ _
at
T 20 y T T T I T T T T T ! T !
0 10 20 30 40 50 60 70

media dei due diametri
Figura 7. Confronto tra diametro ecografico e diametro istologico

relativamente al numero totale di casi sottoposti a intervento chirurgico
(n= 69), distinto tra noduli benigni (0) e maligni (e).
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Figura 8. Correlazione tra diametro ecografico e diametro istologico
nella totalita dei casi sottoposti a intervento chirurgico (n=69).

Suddividendo i noduli secondo le classi di rischio per malignita, sono
state riscontrate una sensibilita del 50%, una specificita del 58,1%, un
PPV del 41,9% e un NPV del 65,8% applicando la classificazione
AME/AACE 2016, e una sensibilita del 73,1%, una specificita del
32,6%, un PPV del 39,6% e un NPV del 66,7% applicando la

classificazione ATA 2015 (Tabella 5A).

Nessuna delle singole caratteristiche ecografiche era predittiva di
malignita. Avendo tuttavia documentato che microcalcificazioni e
disomogeneita rappresentavano caratteristiche meno lontane dalla
significativitd statistica nel confronto tra noduli benigni e noduli

maligni e considerate 1’elevata sensibilita e specificita riportate per
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I’elastografia, abbiamo valutato le diverse combinazioni di queste due
caratteristiche con 1’elastografia nella stima del rischio di malignita. I
risultati hanno dimostrato che 1’assenza di disomogeneita associato ad
un pattern elastografico a basso rischio (score 1 versus score 2+3)
rappresentavano una condizione caratterizzata da un NPV dell’80% con

una sensibilita del 84,6% (Tabella 5B).
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Tabella 5. Predittivita del rischio ecografico di malignita stimato utilizzando le classificazioni ATA 2015 e
AME/AACE 2016 (A) e la combinazione di diverse caratteristiche ecografiche (B)
Noduli Noduli Sensibilita Specificita PPV NPV
A benigni maligni % % % %
n n (95% CI) (95% Cl) (95% Cl) (95% CI)
Classificazione ATA
High suspicion 10 8 73,1 32,6 39,6 66,7
Intermediate suspicion 19 11 (51,9-87,6) (19,5-48,7) (26,1-54,7) (43,1-84,5)
Low suspicion 14 7
Classificazi AME/AACE
e ! Alto rischio 25 13 >0 >8,1 419 65,8
o TR , (30,4-69,6) (42,2-72,6) (25,0-60,7) (48,6-79,9)
Rischio intermedio 18 13
B
Assente 29 13 50 67,4 48,1 69,0
CONDIZIONE 1 Presente 14 13 (30,4-69,6) (51,3-80,4) (29,2-67,6) (52,8-81,9)
Assente 33 18 30,8 76,7 44,4 64,7
CONDIZIONE 2 Presente 10 8 (15,1-51,9) (61,0-87,7) (22,4-68,6) (50,0-77,2)
Assente 9 10 61,5 20,9 32 47,4
CONDIZIONE 3 Presente 34 16 (40,7-79,19 (10,6-36,5) (19,9-46,8) (25,2-70,5)
Assente 17 8 69,2 39,5 40,9 68
CONDIZIONE 4 Presente 26 18 (48,1-84,9) (25,4-55,5) (26,7-56,7) (46,4-84,3)
Assente 16 4 84,6 37,2 449 80
CONDIZIONE > Presente 27 22 (64,3-95) (23,4-53,2) (30,9-59,7) (55,7-93,4)
Assente 16 8 69,2 37,2 40 66,7
CONDIZIONE 6 Presente 27 18 (48,1-84,99 (23,4-53,2) (26,1-55,6) (44,7-83,6)

PPV = valore predittivo positivo; NPV = valore predittivo negativo; 95% Cl= intervalli di confidenza al 95%; CONDIZIONI: 1, assenza microcalcificazioni +

assenza disomogeneita; 2, assenza microcalcificazioni + margini regolari; 3, assenza disomogeneita + margini regolari; 4, elastografia score 1 + assenza

microcalcificazioni; 5, elastografia score 1 + assenza disomogeneita; 6, elastografia score 1 + margini regolari.
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DISCUSSIONE

I dati di questo studio preliminare mostrano come, nella coorte di noduli
presi inconsiderazione, non vi siano differenze significative tra i tre
gruppi citologici (classe 3, 4 e 5 della classificazione Bethesda)
riguardo alle caratteristiche demografiche ed ecografiche. Non ¢ stato
possibile applicare la valutazione della differenza in BRAFV600E-
positivita per la scarsa numerosita campionaria e per 1’assenza di
mutazione nella classe citologica 3. La maggior parte dei noduli
apparteneva alle classi citologiche 3 e 4; esse, e in particolare la classe
3, rappresentano per il clinico un importante impegno diagnostico-
terapeutico, finalizzato alla individuazione dei noduli ad elevato rischio
di malignita e pertanto meritevoli di soluzione chirurgica.
L’individuazione di elementi distintivi che facilitino la definizione del
rischio rappresenta quindi 1’attuale sfida diagnostica per i noduli
indeterminati ed i marker biomolecolari sembrano rivestire un ruolo
molto importante in questo scenario. Il disegno del nostro studio, di cui
questi dati costituiscono una valutazione ad interim, si inserisce nella
problematica legata alla difficolta diagnostica relativa alle suddette
classi citologiche con I’intento di esplorare ulteriori potenzialita delle
tecniche ecografiche e biomolecolari. Allo stato attuale dello studio, si
¢ resa disponibile solamente 1’analisi mutazionale di BRAF, risultata
positiva in tre casi, tutti istologicamente maligni (n. 1 carcinoma

papillare variante classica e n. 2 carcinoma papillare variante
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follicolare). La mutazione di BRAF, e in particolare V600E, ¢ stata
ampiamente studiata e rappresenta 1’alterazione pil frequente nelle
neoplasie tiroidee, potendo essere riscontrata nel 40-45% dei carcinomi
papillari?'® e nelle neoplasie scarsamente differenziate che derivano dal
carcinoma papillare?'-2!2.213 T>analisi per mutazione di BRAFV600E
possiede un’altissima specificita e PPV per malignita: la presenza di
questa mutazione & virtualmente diagnostica di carcinoma 24 .
Considerando che molte neoplasie tiroidee mostrano un differente
pattern mutazionale, I’analisi del solo BRAF non garantisce un NPV
sufficiente per evitare il ricorso alla chirurgia nei noduli che manchino
di questa mutazione genica?’. In effetti, tale marker non appare di
apprezzabile utilitd per le neoplasie a pattern di crescita follicolare?!®,
che frequentemente sono riscontrabili in noduli classificati
citologicamente come indeterminati. Il completamento del presente
studio con 1’applicazione dell’intero pannello biomolecolare come
previsto dal disegno sperimentale (N-, H-, K-RAS, PAXS8/PPARy,
RET/PTC1 e RET/PTC3), potra conferire, congiuntamente all’analisi
delle altre caratteristiche ecografiche, ulteriori informazioni atte a
meglio definire i criteri di rischio dei noduli citologicamente
indeterminati con 1’obiettivo di individualizzare il management di tali

pazienti.

I nostri dati non mostrano differenze significative tra le tre classi
citologiche riguardo alle caratteristiche ecografiche considerate. E’

possibile che tale risultato possa dipendere almeno in parte dalla bassa
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numerosita campionaria. Tuttavia, non si puo escludere I’ipotesi che la
popolazione di noduli a citologia indeterminata abbia caratteristiche
ecografiche diverse da quelle riscontrate in noduli appartenenti a
diverse categorie citologiche, quali la 2 e la 6, rispettivamente definite
come reperto citologico benigno e reperto citologico maligno. In tale
prospettiva & interessante sottolineare i dati riportati da alcuni autori?!’
che dimostrano come i carcinomi follicolari frequentemente manchino

degli aspetti ecografici suggestivi per malignita descritti per i carcinomi

218 9

papillari, quali ad esempio ipoecogenicita?!® e microcalcificazioni?!®.

I nostri risultati mostrano un’alta correlazione tra diametro ecografico
e diametro istologico, con una differenza tra i due diametri che per la
maggior parte delle misurazioni era contenuta entro una deviazione
standard. Nella letteratura si fa spesso riferimento al diametro del
nodulo, sia nella definizione del management chirurgico sia nelle
procedure post-intervento. E’ tuttavia altamente probabile che esistano
differenze nelle stime delle dimensioni ecografiche dei diversi noduli,
in relazione a possibili variabili quali ad esempio la vascolarizzazione
del nodulo. Il diametro istologico rappresenta verosimilmente la misura
pit accurata delle dimensioni della neoplasia. Poco & noto circa la
differenza reale tra i due tipi di misurazione. I dati del presente studio
contribuiscono a colmare questa necessita di informazione e
conferiscono un ulteriore valore alla stima ecografica del diametro

nodulare correlandola in modo significativo alla misura istologica.
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Nessuna delle caratteristiche ecografiche considerate nel presente
studio ha permesso di ottenere una significativa stima del rischio di
malignitd. Neppure classificando ecograficamente i noduli secondo le
classi di rischio ATA 2015 e AME/AACE 2016 ¢ stata trovata una
predittivita statisticamente significativa. Non & quindi stato possibile,
sulla base delle caratteristiche ecografiche, migliorare la stima del

rischio di malignita rispetto a quanto ottenuto dalla sola citologia.

Come precedentemente osservato??°

, la combinazione di pil pattern
ecografici puo migliorare la stima del rischio di malignita. Pertanto, nel
presente studio sono state individuate condizioni ottenute dalla
combinazione delle caratteristiche ecografiche che, considerate
singolarmente, pil si avvicinavano alla significativita statistica nel
predire il rischio di malignita. Tra queste combinazioni, 1’associazione
tra assenza di disomogeneita e pattern elastografico a basso rischio

(Score 1) & risultata essere quella caratterizzata da un alto NPV (80%)

e elevata sensibilita (84,6%).

Questi dati sono supportati da evidenze di letteratura che dimostrano
come la disomogeneita ecografica di un nodulo tiroideo sia

caratteristica dei carcinomi follicolari della tiroide??!

. In effetti, questo
aspetto ecografico, nel nostro studio, era quello che piu degli altri si
avvicinava ad una significativita statistica nella differenza tra noduli
benigni e maligni. E’ interessante notare come la combinazione di

disomogeneita strutturale ed elastografia, tecnica ecografica che ha

mostrato alta sensibilita e specificita nel differenziare noduli maligni
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da noduli benigni???, abbia prodotto, nella nostra casistica, la miglior

performance nella stima del rischio.

Questi risultati potrebbero rappresentare un utile strumento per
individuare i noduli che hanno maggior probabilita di essere benigni,
prospettandone una possibile applicazione come “rule-out test”. E’
tuttavia necessario che questi dati vengano confermati da studi a piu

ampia numerosita campionaria.

In conclusione, i dati di questo studio, pur rappresentando una
valutazione preliminare, suggeriscono che nei noduli a citologia
indeterminata gli aspetti ecografici non sembrano utili nel predire il
rischio di malignita. All’opposto, la combinazione dell’assenza di
disomogeneita strutturale e pattern elastografico a basso rischio appare
altamente correlata ad istologia benigna. Di scarso significato, in questa

tipologia di noduli, sembra essere la valutazione mutazionale di BRAF.
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