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1 ABSTRACT 
 

BACKGROUND 

Il carcinoma tiroideo rappresenta il più comune tumore endocrino e la sua 
incidenza è in incremento. Esso si presenta come un nodulo tiroideo. 
Tuttavia, la maggior parte dei noduli tiroidei è di natura benigna.  

Da ciò la necessità di poter avere una corretta stima del rischio di malignità 
di un nodulo tiroideo al fine di evitare interventi chirurgici non necessari 

Una delle sfide più importanti è costituta dai noduli a citologia 
indeterminata  

ma anche i noduli citologicamente maligni possono essere meglio inquadrati 
prima della chirurgia allo scopo di individuare marcatori di outcome che 
potrebbero, almeno teoricamente, influenzare la decisione chirurgia o il tipo 
di intervento.  

Uno degli aspetti più indagati negli ultimi tempi è rappresentato dalle 
caratteristiche biomolecolari dei noduli tiroidei. Di seguito vengono riportati 
i risultati di un’analisi ad interim di uno studio il cui obiettivo è quello di 
valutare la combinazione di un pannello mutazionale e la determinazione di 
microRNA (miRNA) 146b e 222 su agoaspirazione in noduli tiroidei a 
citologia indeterminata e maligna con lo scopo di migliorare la stima del 
rischio nei noduli indeterminati e la predizione di outcome nei noduli 
istologicamente maligni derivanti da citologia maligna o indeterminata.  

 

MATERIALI E METODI 

Il seguente è uno studio prospettico monocentrico in cui sono stati arruolati 
29 pazienti con nodulo/ i tiroideo/i sottoposti ad agoaspirazione con ago 
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sottile con riscontro di diagnosi citologica di categoria II, IV, V e VI secondo 
la classificazione di Bethesda. 

Ogni nodulo è stato rivalutato e sottoposto nuovamente ad agoaspirato per 
studio biomolecolare ricercando la presenza di miRNA 146b e miRNA 222.  

I dati biomolecolari sono stati confrontati con l’istologia finale di ogni nodulo 
dopo intervento chirurgico. Inoltre, i pazienti affetti da malignità sono stati 
seguiti nel tempo e, per ognuno di essi, l’outcome è stato confrontato con 
l’espressione di miRNA 146b e miRNA 222 sull’agoaspirato inizialmente 
effettuato a carico del nodulo. 

 

RISULTATI  

Sono stati valutati 29 pazienti. Secondo la Classificazione di Bethesda 2017, 
19 dei noduli esaminati (65%) all’esame citologico appartenevano a classi di 
rischio indeterminate. I restanti 10 noduli valutati (35%) appartenevano 
alla classe di rischio VI, indicativa di malignità. All’esame istologico 
definitivo sul pezzo operatorio 9 noduli (47%) citologicamente indeterminati 
sono risultati maligni. La prevalenza di miRNA 146b era significativamente 
più alta nei noduli a citologia maligna rispetto ai noduli a citologia 
indeterminata (comprendenti tuttavia noduli a successiva istologia benigna 
e maligna) (32% nella citologia indeterminata vs 80% nella citologia 
maligna; P= 0,01). Il miRNA 222 presentava una prevalenza del 95 % nei 
noduli appartenenti alle classi indeterminate e del 90% nei noduli a citologia 
maligna. Il diametro medio dei noduli è risultato significativamente più 
elevato nei noduli a citologia indeterminata rispetto ai noduli a citologia 
maligna (21 ± 13 mm nei noduli indeterminati vs 11 ± 3 mm nei noduli a 
citologia maligna, P= 0.005). All’ecografia, nessuna differenza significativa 
è stata riscontrata tra noduli a citologia indeterminata e noduli a citologia 
maligna riguardo a: ipoecogenicità, tipo di struttura (solida o non solida), 
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struttura, margini (regolari o irregolari), disomogeneità, microcalcificazioni, 
aspetto taller than wide ed elasticità all’elastografia Considerando i noduli 
maligni all’istologia, sono stati calcolati i valori assoluti di miRNA 146b e 
miRNA 222 nei noduli a citologia indeterminata ed i noduli a citologia 
maligna. Il confronto dei valori assoluti di miRNA 146b e 222 tra queste due 
tipologie citologiche di noduli istologicamente maligni, non ha prodotto 
risultati significativi (P= 0,095 e 0,60 rispettivamente per miRNA 146b e 
222) Considerando solamente i noduli di citologia indeterminata, sono stati 
valutati i valori di miRNA 146b e 222 tra quelli che poi sono risultati maligni 
e benigni all’istologia. Il confronto tra questi due gruppi di noduli non ha 
mostrato alcuna differenza dei valori assoluti di miRNA 146b e miRNA 222 
(P= 0,18 e 0,21 rispettivamente per miRNA 146b e miRNA 222). Valutando 
un follow-up di 18 mesi in pazienti sottoposti a trattamento radiometabolico 
post-chirurgico e 24 mesi in pazienti non radiotrattati, non è emersa alcuna 
relazione tra positività dei miRNA ed outcome. Ciò è stato in gran parte 
determinato dalla scarsità dei dati: infatti, tutti i pazienti si presentavano 
liberi da malattia ai diversi follow-up ad eccezione di un solo soggetto che è 
risultato non libero da malattia a 24 mesi di FU. 

 

CONCLUSIONI 

I risultati di questo studio, pur rappresentando una valutazione 
preliminare, non mostrano un ruolo significativo di miRNA 146b e miRNA 
222, valutati su agoaspirato tiroideo, nel migliorare la stima di rischio dei 
noduli tiroidei o la predizione dell’outcome di pazienti affetti da carcinoma 
differenziato della tiroide. 

Indubbiamente, l’aumento della casistica e l’accorpamento del dosaggio di 
tali miRNA con pannelli mutazionali potrà meglio affrontare la 
problematica oggetto del presente studio.  



8 
 

Tutto ciò, nella prospettiva di individuare marker molecolari che possano 
avere, in aggiunta ad una migliore stima del rischio, un valore prognostico. 
Ciò permetterebbe di stratificare i pazienti in diversi gruppi di rischio con 
conseguente miglioramento del programma chirurgico che potrebbe essere 
in tal modo meglio ritagliato sul singolo paziente. 
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2 INTRODUZIONE 
 

2.1 EPIDEMIOLOGIA DEI NODULI TIROIDEI 
 

 

I noduli tiroidei sono lesioni radiograficamente distinte all'interno della 

ghiandola tiroidea che possono presentare carattere di benignità o 

malignità, rappresentando una rilevante problematica clinica. La maggior 

parte dei noduli tiroidei risulta benigna, con un tasso di malignità di circa il 

5% in pazienti adulti senza storia personale di esposizione a radiazioni 

ionizzanti. La prevalenza dei noduli tiroidei dipende dalla popolazione di 

pazienti presi in esame e dal metodo con cui vengono identificati. Noduli 

tiroidei palpabili sono stati storicamente riportati nel 4%-7% dei pazienti 

sulla base del riscontro tramite esame clinico, ma l'utilizzo dell’ecografia, 

gold standard per la diagnosi di neoformazioni tiroidee, ha aumentato 

esponenzialmente il riscontro di noduli tiroidei misconosciuti alla clinica [1]. 

Secondo i diversi studi l’ecografia tiroidea è infatti in grado di evidenziare 

lesioni nodulari tiroidee nel 20-76% di pazienti selezionati in modo casuale 

e clinicamente silenti [2,3]. I noduli sono più comuni tra i pazienti di età 

avanzata, di sesso femminile e in coloro i quali presentino una storia clinica 

di carenza di iodio o esposizione a radiazioni ionizzanti [4,5,6]. Il 
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miglioramento della risoluzione dell'imaging medicale, ed il suo maggiore 

utilizzo, ha contribuito ad un aumento dell'identificazione dei noduli tiroidei 

e, di conseguenza, dei carcinomi tiroidei rilevati [7]. Attualmente, noduli 

tiroidei vengono identificati come riscontro incidentale in corso di ecografia 

del collo fino al 67% delle volte [8], nel 16% degli studi di tomografia 

computerizzata e risonanza magnetica che includono il collo [9], nel 9% in 

corso di eco color Doppler delle carotidi [10], e nel 2% di scansioni PET 

effettuate con 18F-fluorodesossiglucosio (FDG-PET) [11].  I noduli tiroidei 

accidentali rappresentano una sfida clinica difficile perché possono avere un 

basso rischio di malignità nella popolazione generale senza una storia di 

malattie della tiroide (dall'1,6% al 12,5% di malignità [12-14]), e sono spesso 

identificati in pazienti anziani che hanno maggiori probabilità di avere 

malattie acute o croniche coesistenti [15]. 

Inoltre, non esistono metodi affidabili o standardizzati per segnalare 

caratteristiche riguardanti la malignità in noduli rilevati su imaging diverso 

dagli ultrasuoni, ciò comporta una variazione nel work-up e nella gestione 

dei noduli identificati con le differenti metodiche [16]. Per dimostrare quanto 

queste lesioni siano frequenti e spesso asintomatiche, si possono citare 

alcuni studi autoptici nei quali è stato dimostrato che più del 50% degli 

adulti presenta noduli tiroidei all'esame post mortem [17]. Nel contempo, 

carcinomi papillari della tiroide (PTC) occulti sono stati documentati in ben 

il 35% degli adulti di età superiore ai 60 anni [18], con una prevalenza stimata 
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sulla popolazione generale dell’11% [19]. I risultati di questi studi 

suggeriscono che esiste un pool di pazienti con noduli tiroidei e tumori 

tiroidei clinicamente occulti, molti dei quali sono microcarcinomi papillari 

della tiroide (con misure < 1 cm) [20]. 

Si pensi che solo negli Stati Uniti l’incidenza annua in circa 35 anni e 

triplicata, passando da 4,9 casi su 100.000 pazienti nel 1975 a 14,3 casi su 

100.000 soggetti nel 2009 con un netto aumento dei casi di carcinoma 

papillare [21]. 

L’aumento dell’identificazione di noduli subclinici mediante studi di 

diagnostica per immagini ha coinciso con l'aumento dell'uso di biopsie FNA 

(fine needle agobiopsy) tiroidee per ottenere l'analisi citopatologica dei 

noduli indagati, allo fine di dettare le successive raccomandazioni 

terapeutiche per le neoplasie riscontrate, comportando un concomitante 

aumento del numero di interventi chirurgici di tiroidectomia eseguiti [22]. 
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2.2 WORKUP DEL NODULO TIROIDEO 
 

2.2.1  Esame clinico e anamnestico 
 

 

Le linee guida di riferimento, a seguito di diagnosi di sospetta nodularità 

tiroidea, raccomandano un’approfondita analisi della ghiandola tiroidea e 

delle stazioni linfonodali dei sei compartimenti associati bilateralmente. 

E’ inoltre particolarmente importante eseguire un’accurata anamnesi 

personale associata ad un esame clinico completo, che mirino a evidenziare 

la presenza di fattori di rischio specifici; tra questi risultano particolarmente 

significativi: storia di familiarità di primo grado per carcinoma tiroideo e 

sindromi familiari spesso correlate a carcinoma tiroideo come: la poliposi 

adenomatosa familiare del colon, la sindrome di Cowden, le sindromi di 

Lamb e di Name, le MEN (multiple endocrine neoplasia); peculiarità che 

fanno sospettare malignità come:  il rapido accrescimento del nodulo e i 

sintomi ad esso correlati come la comparsa di disfonia per compressione dei 

nervi laringei, la dispnea correlata alla deviazione/infiltrazione tracheale e 

la disfagia da compressione esofagea [23]. È dimostrata inoltre la correlazione 

da ricercare con pregresse irradiazione nella regione testa-collo in età 

infantile e adolescenziale, l’esposizione a radiazioni ionizzanti in giovane età 

e la precedente irradiazione total-body per trapianto di midollo osseo [24,25]. 
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2.2.2  Ecografia 
 

In ogni paziente che presenti sospetto di nodularità tiroidea, gozzo, o 

patologia infiammatoria della tiroide, è mandatoria l’analisi mediante 

ecografia del collo, mirata allo studio del tessuto parenchimatoso 

ghiandolare e alle caratteristiche morfovolumetriche della ghiandola stessa. 

In caso di nodularità sarà necessario studiare le caratteristiche del nodulo e 

le sue alterazioni che possano portare a sospettare una trasformazione 

maligna. In caso di linfoadenopatia palpabile, e comunque da eseguire in 

corso di ecografia tiroidea, è lo studio delle stazioni linfonodali tiroidee 

cervicali mirando alla diagnosi differenziale tra linfoadenopatie reattive e 

sospette metastasi [23,26]. 

La tiroide è posizionata sul margine inferiore della laringe nella regione 

sottoioidea. L’ecografia si effettua a paziente supino con collo iperesteso 

utilizzando sonde lineari a trasmissione da 5 a 13 MHz ottenendo risoluzioni 

spaziali inferiori ai 3 mm.  

L’ecografia B-mode rappresenta una metodica non invasiva e a basso costo 

che permette una rapida valutazione del numero dei noduli, dei margini e 

delle dimensioni degli stessi e delle eventuali caratteristiche esterne ed 

interne come la struttura (solida, cistica oppure mista) oltre che della 

presenza di calcificazioni [23].  
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L’utilizzo della metodica color-doppler permette invece di andare ad 

indagare l’eventuale vascolarizzazione dei noduli ghiandolari e dei linfonodi 

dei comparti interessati [27].  

Le caratteristiche ecografiche che secondo le linee guida vanno ricercate e 

possono avere un significato prognostico sono [23,26]: 

• dimensioni del nodulo (diametri ecografici)  

• disomogeneità, forma (in particolare se “taller than wide”, ossia con 

diametro anteroposteriore maggiore rispetto al diametro 

laterolaterale)  

• aspetto dei margini  

• ecogenicità  

• struttura  

• presenza di microcalcificazioni  

• vascolarizzazione  

• caratteristiche elastosonografiche 

Alla luce della bassa sensibilità complessiva, e per la presenza di bias legati 

alla natura operatore dipendente dell’esame ecografico, la presenza di segni 

di sospetto non è considerata chiaramente predittiva di malignità, 

limitandone l’utilizzo come strumenti rule in / rule out per indicazione alla 

chirurgia [28]. È tuttavia dimostrato che la contemporanea presenza di due o 
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più caratteristiche ecografiche di sospetto accresce sensibilmente il rischio 

di tumore tiroideo [29,30].  

Tali caratteristiche, che portano al sospetto di malignità, sono tipiche del 

carcinoma papillare mentre risultano più rare nelle forme follicolari e 

midollari. 

La variante a cellule alte del carcinoma papillare mostra più 

frequentemente il tipico aspetto suggestivo di malignità caratterizzato da 

marcata ipoecogenicità, microcalcificazioni, margini lobulati e irregolari. 

Inoltre in questo istotipo, alla diagnosi sono spesso presenti invasione dei 

tessuti extratiroidei e metastasi linfonodali cervicali [31].  

La variante follicolare del carcinoma papillare invece può presentarsi con un 

aspetto ecografico apparentemente benigno, caratterizzato da forma ovale, 

margini ben definiti e assenza di microcalcificazioni [32].  

La variante sclerosante diffusa papillare può talvolta mimare le condizioni 

generali di una tiroidite cronica autoimmune, in cui la ghiandola appare 

diffusamente ipoecogena e di dimensioni aumentate, con possibile aspetto a 

cielo stellato dovuto alla presenza di multiple microcalcificazioni [33]. 

La maggior parte delle lesioni follicolari, sia benigne che maligne, si 

presentano come tumori solidi, con componenti cistiche più frequenti (fino al 

20%) rispetto alle varianti papillari. Le caratteristiche di ipoecogenicità 

(meno riscontrate in questo tipo di lesione), l’orletto periferico ipoecogeno e 
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irregolarmente spesso, associate alle grandi dimensioni, sono invece 

suggestive delle sole forme carcinomatose [34].  

Il carcinoma midollare si presenta solitamente come una lesione di aspetto 

maligno ma con caratteristiche piuttosto variabili, che ne rendono 

difficoltosa la diagnosi ecografica, potendo essere presenti, di fatto, tutte le 

caratteristiche precedentemente elencate per le altre forme istologiche [35]. 

Anche il carcinoma a cellule di Hurthle ecograficamente si può presentare 

con caratteristiche piuttosto eterogenee, con lesioni più spesso ipoecogene, 

ma raramente anche iso o iperecogene. Come per le varianti follicolari 

maligne sono spesso riscontrati: grandi dimensioni, margini irregolari, 

orletto iperecogeno irregolare e struttura disomogenea [36]. 

Altra valutazione importante da effettuare sui noduli tiroidei in corso di 

esame ecografico è rappresentata dall’elastosonografia, una tecnica 

sviluppata negli ultimi anni e basata sull’analisi dell’elasticità dei tessuti 

analizzati, il cui razionale è correlato all’assunto che un nodulo 

palpatoriamente rigido o di consistenza aumentata, sia un nodulo 

clinicamente sospetto per malignità.  

Comprimendo mediante sonda dedicata un nodulo, le parti meno rigide si 

deformano più facilmente, risultando in una distorsione degli ultrasuoni che 

viene analizzata dal software della macchina ecografica dedicata. Ciò 

permette di visualizzare i risultati su schermo in tempo reale mediante un 
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elastogramma a colori, che viene sovrapposto all’ immagine B-mode secondo 

una scala di colori associati al grado di elasticità. Sulla base del riscontro 

elastosonografico ad ogni nodulo viene assegnato uno score di elasticità [37]:  

- Score 1= soffice 

-  Score 2=elasticità intermedia/mista 

- Score 3= duro 

La metodica elastosonografica è considerata un valido strumento in grado di 

implementare la valutazione di caratteri di sospetto delle nodularità tiroidee 

migliorando la caratterizzazione dei noduli tiroidei. Tuttavia, questa tecnica 

presenta alcune limitazioni, in gran parte legate ad una possibile operatore-

dipendenza ed al fatto che alcune lesioni non si prestano alla 

caratterizzazione elastosonografica; lesioni cistiche e noduli calcifici 

risultano difficilmente comprimibili, mentre micronoduli, complessi 

nodulari e lesioni in presenza di tiroidite cronica, appaiono difficilmente 

caratterizzabili [38].  

Alcuni studi hanno comunque rilevato un’alta sensibilità nella diagnostica 

del carcinoma tiroideo, con elevato valore predittivo negativo (fino al 97%) 

[39].  

Nonostante lo sviluppo della tecnica sia promettente la sua applicazione non 

risulta ancora routinaria, tuttavia l’elastosonografia potrebbe essere 

applicata nel work-up delle lesioni tiroidee come criterio diagnostico 
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addizionale per la gestione dei noduli risultati citologicamente 

indeterminati. 

Lo studio ecografico, nel suo complesso, ha la funzione di ipotizzare il rischio 

di malignità dei noduli in esame, permettendo di discernere quelli che 

andranno portati a citologia per ago aspirazione da quelli che invece 

risultano meritevoli del solo follow up clinico-strumentale.  

Pertanto, negli anni, diverse società scientifiche hanno prodotto linee guida 

che permettono la stratificazione del rischio ecografico in diverse classi 

tentando così di unificare i risultati della diagnostica strumentale (FIG.1). 

Nel 2014, per prima, la British Thyroid Association (BTA), ha prodotto delle 

linee guida che hanno suddiviso i noduli tiroidei in cinque classi di rischio 

ecografico a rischio di malignità crescente [40]. L’anno successivo la American 

Thyroid Association ha pubblicato linee guida differenti, ma che 

mantenevano le 5 classi di rischio [23]. Nel 2016, l’American Association of 

Clinical Endocrinologists (AACE), l’American College of Endocrinology 

(ACE), e l’Associazione Medici Endocrinologi (AME), in uno sforzo comune, 

hanno prodotto nuove linee guida che vanno a suddividere i noduli in solo 

tre classi di rischio ecografico [26]:  

• Classe 1. Lesioni a basso rischio (rischio atteso di malignità 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. 
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• Classe 2. Lesioni a rischio intermedio ( rischio atteso di malignità circa 

5-15%): noduli debolmente ipoecogeni (confrontati col tessuto tiroideo 

circostante) e noduli isoecogeni di forma ovoidale o arrotondata e 

margini regolari o indefiniti; possono essere presenti : 

vascolarizzazione intra-nodulare, elevata rigidità all’elastosonografia, 

macrocalcificazioni o calcificazioni marginali, o spot iperecogeni di 

incerto significato (non definibili con certezza come 

microcalcificazioni), che modificano il rischio di malignità. 

• Classe 3. Lesioni ad alto rischio (rischio atteso di malignità circa 50-

90%, in rapporto al numero di caratteri di sospetto). Sono presenti uno 

o più dei seguenti segni: marcata ipoecogenicità (rispetto ai muscoli 

pretiroidei); margini spiculati o lobulati (in almeno tre punti); 

microcalcificazioni; forma “taller than wide”; crescita extra tiroidea o 

adenopatie patologiche. 
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FIG.1 Confronto tra linee guida AACE/ACE-AME ATA e BTA per la 
classificazione del rischio ecografico di malignità   
 

Infine, nel 2017, la European Thyroid Association, mediante un panel di 

esperti e basandosi sulle precedenti linee guida, ha creato un sistema unico 
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di stratificazione del rischio, lo European Thyroid Imaging and Reporting 

Data System (EU-TIRADS) nuovamente a 5 classi di rischio (FIG.2) [42].  

 

FIG.2  Classificazione EU-TIRADS per la stratificazione del rischio 

ecografico 

Fine ultimo dei diversi sistemi di classificazione è quello di guidare 

l’indicazione all’esame citologico per agoaspirazione.  
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2.2.3  Citologia per agoaspirazione 
 

 

Quando indicato, come da linee guida più recenti, la metodica più 

comunemente utilizzata e affidabile per la diagnostica del nodulo tiroideo è 

l’analisi citologica su agoaspirazione con ago sottile (FNAC). Tale indagine 

consente infatti una diagnosi di benignità o malignità nella maggior parte 

dei casi. Tuttavia, nel 25-30% circa dei noduli tiroidei, la citologia 

agoaspirativa non è in grado di escludere la malignità e pertanto tali casi 

vengono classificati in una delle categorie di citologia cosiddetta 

indeterminata [42-45].   

Negli ultimi anni sono stati approntati diversi sistemi di classificazione 

citologica dei noduli tiroidei che permettono una stima del rischio di 

malignità comune e sovrapponibile tra centri differenti [43,46,47], tra questi il 

sistema attualmente universalmente maggiormente utilizzato è il Bethesda 

System for Reporting Thyroid Cytopathology (BSRTC). La recente 

esclusione della neoplasia follicolare non invasiva con caratteristiche 

nucleari di tipo papillare (NIFTP) dalla lista delle lesioni cancerose, ha 

modificato le percentuali di rischio di malignità delle singole classi, portando 

a una revisione del BSRTC nel 2017. Le NIFTP sono a tutti gli effetti infatti 

delle lesioni precancerose con possibilità di evoluzione a forme 

carcinomatose papillari a variante follicolare, la cui asportazione chirurgica 

in fase non invasiva comporta un rischio di recidiva a 15 anni dell’1% circa. 
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Il NIFTP, inoltre, presenta le alterazioni molecolari (mutazioni RAS, 

riarrangiamenti PPAR-γ) tipiche delle lesioni follicolari e non esprime BRAF 

V600E. Questa entità anatomopatologica dovrebbe indurre ad un 

comportamento meno aggressivo nel trattamento chirurgico, anche se 

mancano ancora studi prospettici che permettano di definire con certezza il 

corretto follow up per i pazienti con NIFTP. Essendo tuttavia comunque 

trattate chirurgicamente nella maggior parte dei casi mediante 

emitiroidectomia, vengono ancora inserite, in una tabella a parte, nelle 

stime che valutano il rischio di malignità delle classi BSRTC (FIG 3) [48].  

 

 

 

FIG.3 Classificazione Bethesda 2017 per il report citologico  
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Nel BSRTC esistono sei classi basate sulla stima del rischio neoplastico 

ottenibile dall’analisi delle caratteristiche citologiche del reperto FNAC. Le 

classi sono attualmente così suddivise:  

• Classe I, non diagnostico o non soddisfacente (ND/UNS, rischio di 

malignità del 5-10%), indicazione a ripetere FNAC 

• Classe II, benigno (rischio di malignità del 0-3%), indicazione a follow 

up clinico ed ecografico 

• classe III, atipia di significato indeterminato/lesione follicolare di 

significato indeterminato (AUS/FLUS, rischio di malignità del 6-18%), 

indicazione secondo i casi a indagini biomolecolari, ripetizione FNAC, 

emitiroidectomia 

• classe IV, neoplasia follicolare o sospetto per neoplasia follicolare 

(FN/SFN, rischio di malignità del 10-40%), indicazione secondo i casi 

a indagini biomolecolari e/o emitiroidectomia 

• classe V, sospetto di malignità (SM, rischio di malignità del 45-60%), 

indicazione secondo i casi a tiroidectomia o lobectomia 

• Classe VI, maligna (rischio di malignità 94-96%), indicazione a 

tiroidectomia o lobectomia secondo i casi. 

Per quanto attiene ai noduli a citologia indeterminata (classi III-IV-V), data 

l’impossibilita di ottenere una diagnosi definitiva con il solo esame citologico, 

la maggior parte dei pazienti viene sottoposta ad intervento di asportazione 
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completa (tiroidectomia totale) o parziale (emitiroidectomia) della tiroide, ai 

fini di definire una diagnosi istopatologica ed il conseguente percorso 

terapeutico. All’esame istologico definitivo sul campione operatorio solo il 

10-40% dei noduli precedentemente classificati come indeterminati si 

confermano effettivamente maligni, pertanto, negli ultimi anni, si sono 

attuati grandi sforzi al fine di trovare un mezzo diagnostico ulteriore per 

limitare l’overtreatment dei noduli indeterminati [43, 49].  
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2.2.4  Indagini biomolecolari 
 

 

Recentemente è stato proposto il ricorso ad indagini biomolecolari atte ad 

individuare mutazioni e riarrangiamenti genici su citoaspirato allo scopo di 

meglio definire il rischio di malignità dei noduli a citologia indeterminata 

aumentando così l’efficacia della diagnosi prechirurgica [50-52]. L’impatto di 

queste metodiche è stato tale che l’American Thyroid Association (ATA) 

nelle linee guida del 2015 ha raccomandato l’utilizzo della diagnosi 

molecolare nell’algoritmo di gestione dei noduli tiroidei a citologia 

indeterminata [23]. Le alterazioni più comunemente individuate sono le 

mutazioni di BRAF e della famiglia di RAS e i riarrangiamenti genici di 

RET/PTC e PAX8/PPAR-γ [53]. La mutazione di BRAF è altamente specifica 

per il carcinoma papillare della tiroide in cui compare nel 29-77% dei casi, 

ma la sua sensibilità è ancora troppo bassa per poter essere singolarmente 

presa in considerazione come predittiva di malignità [54]. I riarrangiamenti 

di PAX8/PPAR-γ, con una frequenza che raggiunge il 30%, sono presenti nel 

carcinoma follicolare, nella variante follicolare del carcinoma papillare e 

nell’adenoma follicolare. I riarrangiamenti RET/PTC sono presenti nel 10-

20% dei carcinomi papillari ed in particolare nella popolazione giovanile. Le 

mutazioni della famiglia RAS (NRAS, HRAS e KRAS) hanno specificità 

minore per il carcinoma tiroideo, con un valore predittivo positivo inferiore 
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rispetto a BRAF; RAS è infatti frequentemente mutato anche in lesioni 

benigne [55]. Complessivamente queste alterazioni geniche sono riscontrate 

in circa il 70% delle neoplasie tiroidee con un’accuratezza diagnostica nella 

predizione di malignità che va dall’ 80% al 94% mantenendo purtroppo una 

sensibilità del solo 70% [44,49-51,53]. Oltre ad una certa specificità nella 

predizione di malignità le mutazioni di BRAF V600E negli ultimi anni sono 

state anche proposte come indicatore di prognosi negativa nel carcinoma 

papillare della tiroide dove infatti si associano ad un outcome clinico-

patologico peggiore [56-57]. Ancora più recentemente le mutazioni di TERT 

promoter (TERTp) sono state proposte come marker prognostico del 

carcinoma tiroideo. Questa mutazione è riscontrata con maggiore frequenza 

nei carcinomi ad alta aggressività come la variante a cellule alte del 

carcinoma papillare, il carcinoma follicolare invasivo, i carcinomi tiroidei 

scarsamente differenziati e gli anaplastici. La mutazione di TERTp, rispetto 

alle alterazioni geniche precedentemente descritte, presenta un’alta 

specificità per le forme maligne di neoplasia tiroidea, tanto che nella quasi 

totalità degli studi presenti in letteratura, non viene riscontrata nella 

patologia benigna [50]. Nei carcinomi ben differenziati della tiroide la 

mutazione di TERTp si associa invece a una maggior aggressività della 

neoplasia stessa, intendendosi come tale la presenza di metastasi a distanza, 

una prognosi peggiore ed un maggiore rischio di mortalità [58]. Solo 

pochissimi studi su campioni ristretti di soggetti sono volti alla ricerca della 

mutazione di TERTp nella popolazione europea, nonostante sia noto come la 
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prevalenza della stessa presenti una notevole differenza tra i diversi studi, 

con percentuali variabili dal 7.5% al 25.5% per il carcinoma papillare e dal 

13.8% al 36.4% per il carcinoma follicolare [50,59-60].  

Sulla base di questi dati, e con lo scopo di ottenere uno strumento che 

permetta di effettuare decisioni cliniche basate su un maggior numero di 

informazioni relative al nodulo in esame, sono stati sviluppati negli ultimi 

anni molteplici test biomolecolari che ricercano le mutazioni e i 

riarrangiamenti descritti.  Gli attuali strumenti di diagnostica molecolare 

disponibili sono classificati in due diverse categorie: metodi 'rule-out', che 

hanno lo scopo di ridurre l’asportazione di noduli benigni, e metodi 'rule-in', 

che mirano ad ottimizzare la gestione chirurgica (tiroidectomia totale o 

lobectomia diagnostica). Tra i metodi rule-in, l'ultima versione di ThyroSeq® 

(TSv3) è in grado di identificare più di 12.000 mutazioni in “hotspot” e più 

di 120 fusioni, mentre l’Afirma® Genomic Sequencing Classifier (GSC), un 

rule out test, analizza il profilo di espressione di 1115 geni e rileva varianti 

e fusioni di singoli nucleotidi [61]. Sebbene sia stato dimostrato che sia GSC 

che TSv3 siano economicamente più convenienti rispetto alla lobectomia 

diagnostica, il principale svantaggio di questi strumenti molecolari rimane 

l'alto costo che limita la loro applicazione in modo ampio nella pratica clinica 

[62,63].  
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Al fine di superare questa limitazione sono stati istituiti pannelli di 

mutazioni personalizzati di 5 o 7 geni, per analizzare le alterazioni genetiche 

più frequenti riscontrate nel carcinoma tiroideo [64].  

Una limitazione importante dei pannel attualmente in commercio è dettata 

dal fatto che tre su cinque dei test richiedono un campione biologico 

aggiuntivo, che di solito significa eseguire almeno un FNAC aggiuntivo; solo 

due dei cinque test molecolari in commercio possono essere eseguiti 

utilizzando lo striscio citologico dei vetrini utilizzati per classificare il nodulo 

tiroideo indeterminato. Sebbene in corso di puntura ecoguidata un lavaggio 

dell'ago dallo FNAC iniziale possa essere raccolto e archiviato al fine di 

eseguire le analisi biomolecolari, purtroppo questa operazione non viene 

eseguita di routine da tutti i centri [65].  

Più recentemente i MicroRNAs (miRNAs) hanno attratto molta attenzione 

per il ruolo nella possibile applicazione come biomarker e regolatori del 

processo di carcinogenesi. I miRNA sono corte catene di acido ribonucleico, 

non codificanti, comprese tra i 18 e i 24 nucleotidi, che svolgono un ruolo 

regolatorio epigenetico nei processi cellulari.  

Il ruolo biologico dei miRNAs nella cancerogenesi tiroidea non è ancora 

completamente noto, ma vi sono ragioni per ritenere che i differenti profili 

di espressione rispetto al tessuto sano possano essere utili nella diagnosi, 

classificazione, prognosi e nel trattamento del carcinoma tiroideo [66].  
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Esperimenti in vitro e in vivo hanno rivelato il ruolo di diversi miRNAs nella 

patogenesi del cancro della tiroide. È stato dimostrato che questi oncomiR 

(miRNAs classificati come oncogenici) sono in grado di ridurre l'espressione 

di un certo numero di oncosoppressori, favorendo così la proliferazione 

cellulare e la progressione del ciclo cellulare. Il ruolo di questi miRNAs è 

esercitato attraverso la modulazione delle vie di segnalazione correlate al 

cancro come PI3K/Akt/mTOR, la via di segnalazione delle adipocitochine, le 

vie di segnalazione Hippo, Wnt e Jak-STAT [67].  

In un recente studio è stato dimostrato che diversi istotipi di tumori tiroidei, 

derivati dallo stesso tipo di cellula, avevano profili di espressione di 

microRNA differenti; anche lo stesso ceppo cellulare può quindi presentare 

pattern differenti in relazione a specifiche mutazioni oncogeniche. È stato 

identificato un gruppo di sette microRNA che risultano costantemente 

iperespressi in tutti i tumori derivati dall'epitelio follicolare: miR-187, miR-

221, miR-222, miR-181b, miR-146b, miR-155 e miR-224. Di questo gruppo, 

quelli più frequentemente disregolati sembrano essere miR-221, miR-222 e 

miR-146b [68].  

Successivamente a questa dimostrazione è stato confermato che un 

sottogruppo di miRNAs, formato da miR-146, miR-221 e miR-222 era 

chiaramente iperespresso nel carcinoma papillare se comparato con il 

tessuto sano adiacente, con livelli dalle 11 alle 19 volte superiori [69]. 
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L'obiettivo di questi microRNA sembra essere c-KIT, che è un recettore 

tirosin-chinasico correlato ai geni MAPK e RAS, coinvolto nella crescita e 

nella differenziazione cellulare. Nel tessuto del carcinoma papillare dove 

questi microRNA sono iperespressi, sono state riportate down-regulation di 

un trascritto e di una proteina c-KIT. L'assenza di c-KIT è un segno 

distintivo nel carcinoma papillare, ma il suo significato biologico non è 

ancora noto con precisione. 

D’altra parte, miR-146b sembra essere correlato non solo alla carcinogenesi 

tiroidea, ma anche all'invasione extratiroidea, agli stadi avanzati del 

carcinoma papillare, e alle mutazioni di BRAF [70].  

Nel contempo miR-222, il cui bersaglio sembra essere APQ-1, è stato 

identificato come un altro oncomiR di frequente riscontro nel carcinoma 

papillare, dimostrando la sua iperespressione in pazienti con cancro rispetto 

al gruppo di controllo affetto da gozzo multinodulare. Inoltre, i suoi livelli di 

espressione, risultavano più alti nei pazienti con tumori di dimensioni 

maggiori e proprietà maggiormente invasive. L'espressione di miR-222 è 

stata infine correlata con i livelli di rischio stilati dall'American Thyroid 

Association (rischio di recidiva), mentre non risulta in relazione con la 

stadiazione TNM (prognosi) [71].  

Un altro studio ha dimostrato una up-regulation di miR-146b, miR-222, 

miR-21, miR-221 e miR-181b nei campioni di tessuto prelevato da carcinoma 

papillare rispetto ai normali tessuti tiroidei. La iperpressione di questi 
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miRNA è stata rilevata anche in carcinomi papillari recidivanti rispetto a 

campioni prelevati da tumori di prima insorgenza, e in campioni positivi per 

metastasi linfonodali cervicali rispetto a quelli senza secondarismi [72].  

Più recentemente sono risultate significative le relazioni tra up-regulation 

di miR-146b-5p e miR-222-3p, e un rischio più elevato di recidiva, ed inoltre 

si è notato come la sovraespressione di miR-146b-5p e miR-146b-3p 

distingua il tipo classico e la variante a cellule alte ma non la variante 

follicolare di carcinoma papillare [73].  

Lo stesso gruppo di studio ha quindi identificato il profilo sierico di 754 

miRNA nei pazienti con carcinoma papillare prima e dopo tiroidectomia. In 

particolare, l'espressione di otto miRNA era significativamente più elevata 

nei pazienti prima del trattamento chirurgico rispetto ai livelli presenti sia 

nei soggetti sani, che negli stessi pazienti dopo il trattamento. I risultati più 

promettenti sono stati riportati per miR-146a-5p e miR-221-3p. Alla luce di 

ciò si suppone che l'espressione di questi miRNA potrebbe in futuro essere 

utilizzata come biomarker per il follow-up dei pazienti mediante sierologia 

[74].  

In uno studio successivo è stata valutata l'efficacia prognostica dei 

microRNA determinando i meccanismi con cui il miR-146 ha influenzato 

l'aggressività del carcinoma papillare in linee cellulari che ospitano 

mutazioni BRAF. I risultati hanno mostrato che i pazienti con elevata 

espressione di miR-146 nel tumore primario avevano un tasso di 
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sopravvivenza libera da malattia inferiore rispetto a quelli con bassi livelli 

di espressione di miR-146 [75]. 

Parlando di carcinoma follicolare, esistono diversi miRNAs che presentano 

iperespressione, ma anche in questo caso spiccano miR-221 e miR-222, che 

risultano inoltre iperespressi nei carcinomi a prognosi peggiore, come quelli 

di volume maggiore o con infiltrazione capsulare, vascolare o linfatica, ed 

inoltre nelle forme metastatiche [76-79]. I livelli sierici di miR-222 sono stati 

inoltre riscontrati dalle due alle tre volte superiori nei pazienti con carcinomi 

papillari tall cell rispetto agli altri istotipi, suggerendo ulteriormente una 

peggiore prognosi [70].  

Questi dati sono confermati da quanto si evidenzia nel Cancer Genome Atlas 

dove le famiglie miR-221 e miR-222 risultano associate a forme tumorali 

meno differenziate [80].  
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2.2.5  Indicazioni e scelte chirurgiche 
 
 
Le linee guida ATA 2015 suggeriscono il seguente management chirurgico 

per i carcinomi tiroidei differenziati: 

Per i pazienti con carcinoma tiroideo > 4 cm o con estensione extratiroidea 

(T4 intraoperatorio) o apparente interessamento linfonodale o metastasi a 

distanza, la procedura chirurgica iniziale dovrebbe comportare, in assenza 

di controindicazioni, la tiroidectomia totale con rimozione di tutto il tumore 

primitivo macroscopicamente evidente. 

Per i pazienti con carcinoma tiroideo compreso tra 1 cm e 4 cm senza 

estensione extra ghiandolare e senza evidenza clinica di metastasi 

linfonodali (cN0), il trattamento chirurgico può essere una tiroidectomia 

bilaterale (tiroidectomia quasi totale o totale) o una tiroidectomia 

monolaterale (lobectomia). La sola lobectomia tiroidea può essere un 

trattamento iniziale sufficiente per i carcinomi papillari e follicolari a basso 

rischio; tuttavia, il team multidisciplinare che si occupa del trattamento, può 

scegliere la tiroidectomia totale al fine di permettere nel post-operatorio 

l’esecuzione della terapia radiometabolica con I131 (RAI), o per migliorare il 

follow-up in base alle caratteristiche della malattia e alle preferenze 

espresse dal paziente. 
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Se si sceglie un intervento chirurgico per pazienti con carcinoma tiroideo <1 

cm senza estensione extratiroidea e cN0, sarebbe indicata la lobectomia 

tiroidea, a meno che non vi siano chiare indicazioni per rimuovere il lobo 

controlaterale (contemporanea presenza di noduli indeterminati, gozzo 

tossico ecc.). La sola lobectomia tiroidea è un trattamento sufficiente per 

carcinomi intratiroidei piccoli, singoli, in assenza di precedente storia di 

irradiazione della regione testa collo, carcinoma familiare della tiroide o 

metastasi cervicali rilevabili clinicamente [23].  

Nel 2018 grazie al lavoro congiunto di sei delle maggiori società scientifiche 

italiane dedicate all’endocrinologia, alla medicina nucleare, all’ 

endocrinochirurgia ed alla citopatologia (AIT, AME, SIE, AIMN, SIUEC e 

SIAPEC) è stata pubblicata una Consensus sulla diagnosi ed il trattamento 

del carcinoma della tiroide che ha riconfermato l’approccio conservativo per 

la classe TIR 3A (AUS/FLUS a basso rischio) con indicazione alla ripetizione 

della citologia e alla valutazione clinica ed ecografica in caso di conferma 

della citologia indeterminata, per porre indicazione alla chirurgia o al follow 

up. La consensus suggerisce la chirurgia per la maggior parte dei noduli in 

classe TIR 3B (AUS/FLUS ad alto rischio) previa rivalutazione clinica ed 

ecografica, e quando possibile dopo uno studio molecolare (mutazione BRAF 

e RAS) [81].  

Tale differenziazione tra TIR3A e TIR3B non è presente nelle ultime linee 

guida ATA che comunque pongono indicazione allo studio molecolare nelle 



36 
 

citologie AUS/FLUS e FN/SFN con eventuale ripetizione della FNAC nelle 

prime [23].  

Le stesse linee guida suggeriscono invece il seguente management 

chirurgico per i noduli a citologia indeterminata. 

Per i pazienti con nodulo solitario citologicamente indeterminato, la 

lobectomia tiroidea è l'approccio chirurgico iniziale raccomandato. Questo 

approccio può essere modificato in base alle caratteristiche cliniche o 

ecografiche, alle preferenze del paziente e ai test molecolari. 

La tiroidectomia totale può essere preferita in pazienti presentanti noduli 

indeterminati che risultano citologicamente sospetti per malignità, positivi 

per mutazioni specifiche per carcinoma, ecograficamente sospetti o grandi 

(> 4 cm), o ancora in pazienti con carcinoma tiroideo familiare o anamnesi 

personale di esposizione alle radiazioni. 

I pazienti con noduli indeterminati che mostrino una malattia nodulare 

bilaterale, quelli con significative comorbilità o quelli che preferiscano 

sottoporsi a tiroidectomia bilaterale per evitare la possibile necessità di un 

futuro intervento chirurgico sul lobo controlaterale, possono decider per una 

tiroidectomia totale [23].  
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2.2.6  Classificazione istopatologica e prognosi delle neoplasie 
tiroidee 

 

 
• NIFTP  

Ben differenziati  

• Carcinoma Papillare  

- Variante classica  

- Variante follicolare  

- Varianti aggressive: hobnail, tall cells, solid, columnar cells, diffuse 

sclerosing  

• Carcinoma Follicolare 

- Minimamente invasivo  

- Fortemente invasivo  

Scarsamente differenziati  

- Oncocitico (a cellule di Hurtle) 

- Scarsamente differenziato (insulare) 

- Anaplastico 

- Midollare 

- Linfoma tiroideo 

- Sarcoma tiroideo 
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Fattori istopatologici che influenzano sulla prognosi tumorale 

- Invasione capsulare 

- Invasione vascolare (più di 4 vasi) 

- Minima invasione muscolare 

- Invasione extratiroidea: tessuto sottocutaneo, laringe, trachea, 

esofago, nervo ricorrente, fascia pre-vertebrale, muscoli del collo, 

grossi vasi  

- Analisi immunoistochimica e molecolare 

Fattori di valutazione dell’impegno linfonodale  

- Numero totale 

- Numero dei linfonodi metastatici  

- Dimensioni della maggiore area metastatica intra-linfonodale (< 2 

mm): micro-macro-metastasi  

- Invasione extra-linfonodale 
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L’American Joint Committee on Cancer (AJCC) ha pubblicato nel 2016 

l’ottava edizione del sistema di stadiazione TNM per i carcinomi tiroidei 

differenziati, scarsamente differenziati, a cellule di Hürtle e anaplastici [82].  

 

T1 

- T1a tumore < 1cm  

- T1b 1cm < tumore < 2 cm, limitato alla tiroide  

 

 

T2 2cm < tumore < 4 cm, limitato alla tiroide  

 

 

T3  

- T3a tumore > 4 cm, limitato alla tiroide  

- T3b qualsiasi dimensione, con grossolana invasione muscolare  

 

T4 

- T4a qualsiasi dimensione, invasione tessuti molli, laringe, trachea, 

esofago, nervo ricorrente 
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- T4b qualsiasi dimensione, invasione fascia prevertebrale, carotide, 

vasi mediastinici   

 

Rispetto alla precedente classificazione TNM, il termine “limitato alla 

tiroide” include anche la minima estensione nel connettivo peritiroideo e la 

microscopica infiltrazione dei muscoli peritiroidei. 

 

Nx     Linfonodi locoregionali non valutati 

 

N0     Non evidenza di metastasi linfonodali  

- N0a     Uno o più linfonodi confermati negativi alla citologia/ istologia  

- N0b non evidenza radiologica o clinica di linfonodi metastatici  

 

N1     Presenza di metastasi linfonodali 

- N1a   Metastasi al livello VI o VII 

- N1b   Metastasi ai linfonodi laterali del collo o ai linfonodi 

retrofaringei  

 

M0    Assenza di metastasi a distanza 
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M1    Presenza di metastasi a distanza  

 

Per la definizione N ed M devono essere considerati tutti i dati pre, intra- e 

post-operatori fino ai primi 4 mesi dalla tiroidectomia: non serve più la 

conferma cito-istologica, ma basta la negatività radiologica, clinica 

preoperatoria e clinica intraoperatoria. 

Sulla base del TNM è stata valutata la prognosi tumorale del carcinoma 

tiroideo secondo la FIG.4. 

 

 

FIG. 4 Prognosi del carcinoma tiroideo rapportato al TNM 

 

Le linee guida ATA hanno invece stilato il rischio di recidiva di malattia 

suddividendo i pazienti in basso intermedio e alto rischio secondo i criteri 

riportati in FIG.5 [23].  
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FIG. 5 Rischio di recidiva secondo le linee guida ATA 2015  
(a modifiche proposte rispetto all’edizione 2009) 
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3 RAZIONALE DELLO STUDIO 
 

 
I più recenti orientamenti chirurgici in tema di tiroidectomia dopo diagnosi 

citologica di nodulo tiroideo a rischio di malignità (cosidette forme 

indeterminate), e per alcuni autori anche per i noduli citologicamente 

definiti come maligni, tendono a proporre sempre più frequentemente 

atteggiamenti di minore invasività. D’altra parte, è importante sottolineare 

come, in determinati casi, l’istologia possa mostrare uno stato del tumore 

tale da rendersi necessario un trattamento chirurgico radicale. In tali 

condizioni, se l’intervento che ha condotto alla diagnosi è stato quello di 

un’emitiroidectomia, si dovrà reintervenire chirurgicamente per una 

tiroidectomia di completamento. Allo stesso modo la conoscenza della 

prognosi e della tendenza alla recidiva di certi istotipi tumorali potrebbe 

guidare il team multidisciplinare che tratta il paziente a optare per un 

trattamento maggiormente aggressivo anche in condizioni che secondo la 

sola citologia non lo richiederebbero. È quindi indubbio che una conoscenza 

delle caratteristiche del nodulo che oltrepassino i limiti della citologia e 

meglio caratterizzino malignità ed aggressività, possano elettivamente 

guidare la prospettiva chirurgica di tali pazienti.  Allo stato attuale delle 

conoscenze, queste informazioni possono derivare dai marker biomolecolari 

su agoaspirato tiroideo. In tale ottica quindi, eventuali miglioramenti nella 

diagnostica biomolecolare prechirurgica dei noduli tiroidei, porterebbero ad 
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una sempre più corretta soluzione chirurgica evitando i rischi di un 

potenziale overtreatment. Ciò include anche il valore che marker 

biomolecolari di significato prognostico potrebbero dare alla decisione circa 

il tipo di intervento chirurgico più opportuno. Quindi, nel caso di noduli 

tiroidei che siano già stati citologicamente definiti come a rischio 

(indeterminati) o maligni, la combinazione tra il sospetto ecografico e le 

indagini biomolecolari potrebbero notevolmente migliorare lo stato di 

conoscenza ed influenzare le scelte chirurgiche.  

  



45 
 

3.1 SCOPO DELLO STUDIO 
 

Lo scopo di questo studio è quello di valutare il profilo biomolecolare di 

malignità ed aggressività di noduli tiroidei citologicamente sospetti o 

maligni, candidati all’intervento chirurgico, confrontando i dati derivati 

dalla biologia molecolare con i referti istologici e la prognosi a distanza. 

L’analisi molecolare del presente studio prevede la individuazione delle 

mutazioni: B-RAF V600E, TERT-p, e dell’espressone di miRNA 146b e 

miRNA 222. 

Qui di seguito vengono presentati i risultati di un’analisi ad interim dello 

studio dopo valutazione di miRNA 146b e miRNA 222 su esame da 

citoaspirazione in noduli tiroidei a citologia indeterminata e maligna, 

effettuando una valutazione della loro associazione con il referto istologico 

dopo intervento chirurgico. Inoltre, allo scopo di individuare un valore 

prognostico dei suddetti miRNA, è stata valutata la loro possibile 

associazione con l’outcome del paziente con istologia maligna durante il 

follow-up post-tiroidectomia.  
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4 MATERIALI E METODI 

 

 

4.1 DISEGNO DELLO STUDIO 

 

Il presente studio è di tipo sperimentale, prospettico, monocentrico, condotto 

su pazienti con nodulo/noduli tiroideo/i già sottoposti ad agoaspirazione 

diagnostica con ago sottile e con riscontro di diagnosi citologica indeterminata 

o maligna in attesa di essere sottoposti ad intervento di tiroidectomia totale o 

emitiroidectomia.  

 

4.2 POPOLAZIONE IN STUDIO 
 

 

4.2.1  Criteri di inclusione 
 

Pazienti affetti da nodulo/i tiroideo/i appartenenti alle seguenti classi 

citologiche secondo la classificazione Bethesda [48]:  

 

• Classe III: atipia di significato indeterminato/lesione follicolare di 

significato indeterminato (Atypia of Undetermined Significance or 

Follicular Lesion of Undetermined Significance, AUS/FLUS)  
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• Classe IV: neoplasia follicolare o sospetto per neoplasia follicolare 

(Follicular Neoplasm or Suspicious for a Follicular Neoplasm, FN/SFN)  

• Classe V: sospetto di malignità (Suspiciuos for Malignancy, SM).  

• Classe VI: malignità (Malignant, M) 

Consenso informato scritto a partecipare allo studio. 

 

4.2.2  Criteri di esclusione 
 

 

ü Nodulo iperfunzionante (nodulo “caldo” alla scintigrafia tiroidea)  

ü Storia di ridotta compliance o patologia psichiatrica rilevante o qualsiasi 

altra condizione che renda il paziente inappropriato per lo studio.  

 

Tutti i pazienti inseriti nello studio hanno soddisfatto i criteri di inclusione e 

non presentavano nessuno dei criteri di esclusione. Ogni singolo nodulo, 

appartenente o meno allo stesso soggetto, è stato considerato, e ad esso è stato 

associato un codice univoco corrispondente. Su tale nodulo sono state quindi 

eseguite: ecografia con elastografia e nuovo agoasporato con ago sottile per 

indagine molecolare. 

Successivamente ogni paziente è stato sotoposto ad intervento chirurgico di 

tiroidectomia (totale, pressoché totale o lobectomia). Tutte le procedure 
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diagnostiche (ecografia, indagine biomolecolare su citoaspirato) sono state 

effettuate in cieco cosìcoem è rultata in cieco l’indagine istologica. I pazienti 

nei quali i noduli siano risulati maligni all’istologia sono stati seguiti in follow-

up (FU) semestralmente come da linee guida e per essi è stata efefttuata, ove 

indicato, la terapia radiometabolica 

 

 

4.2.3  Visita di screening (V0) 
 
 
 

Durante la visita:  

- Il paziente è stato informato circa gli obiettivi dello studio e le procedure 

previste, sono state inoltre accuratamente illustrate le procedure cui il 

paziente sarebbe stato in seguito sottoposto. È stato consegnato al 

paziente apposito documento informativo verificando che il paziente 

avesse ben compreso le informazioni fornite.  

- Sono stati valutati i criteri di inclusione/esclusione  

- È stata programmata visita di arruolamento.  

Tali visite sono state eseguite c/o le seguenti strutture:  

• UO Clinica Chirurgica Generale, Azienda Ospedaliero-Universitaria 

di Parma  
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• SSD Coordinamento delle funzioni di Medicina Interna ed indirizzo 

Onco-endocrinologico, Azienda Ospedaliero- Universitaria di Parma.  

 

4.2.4  Visita di arruolamento (V1) 
 

 
 
Tali visite sono state eseguite presso la SSD Coordinamento delle funzioni di 

Medicina Interna ed indirizzo Onco-endocrinologico, Azienda Ospedaliero- 

Universitaria di Parma.  

  

 Durante la visita: 

- È stata confermata eleggibilità del paziente allo studio. 

- Lo sperimentatore ha verificato che il paziente avesse ben compreso gli 

obiettivi dello studio e le procedure previste. È stato consegnato al 

paziente apposito documento informativo. 

- Il paziente e lo sperimentatore che ha informato il paziente hanno datato 

e firmato il modulo di consenso informato.  

I pazienti eleggibili sono stati inviati alla successiva visita. I pazienti non 

eleggibili sono stati considerati come “screening failure” uscendo pertanto dallo 

studio. Tali visite sono state eseguite c/o la seguente struttura:  
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• SSD: Coordinamento delle funzioni di Medicina Interna ad indirizzo 

onco-endocrinologico, Azienda Ospedaliero- Universitaria di Parma.  

 

4.2.5  Ecografia e successiva nuova agoaspirazione dei noduli  
 

 

Tutte le ecografie e le successive agoaspirazioni sono state eseguite presso la 

SSD Coordinamento delle funzioni di Medicina Interna ed indirizzo Onco-

endocrinologico, Azienda Ospedaliero- Universitaria di Parma 

Ogni singolo nodulo, appartenente o meno allo stesso soggetto, con citologia 

indeterminate o maligna all’agoaspirazione di routine precedentemente 

eseguita, è stato considerato e ad esso è stato associato un codice univoco 

corrispondente. La procedura è avvenuta come segue: 

• esecuzione di ecografia tiroidea dedicata su nodulo/i già 

diagnosticato/i come a citologia indeterminata o maligna e 

rivalutazione dei caratteri ecografici precedentemente descritti.  

L’ecografia è stata eseguita mediante l’utilizzo di ecografo apposito (X-Vision 

MyLab 70 Esaote, Milano, Italy) con sonda lineare da 5-13 MHz. Per ogni 

nodulo sono state valutate le seguenti caratteristiche ecografiche, in accordo 

con le linee guida di riferimento nazionali e internazionali [23,26]:  

• dimensioni del nodulo (diametri ecografici)  
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• disomogeneità, forma (in particolare se “taller than wide”, ossia con 

diametro anteroposteriore maggiore rispetto al diametro laterolaterale 

nelle scansioni trasversali)  

• aspetto dei margini  

• ecogenicità  

• struttura  

• presenza di microcalcificazioni  

• vascolarizzazione  

• caratteristiche elastosonografiche  

 

4.2.6  Citoaspirazione con ago sottile per indagine 
biomolecolare 

 

 

Tale procedura è stata effettuata c/o la SSD: Coordinamento delle funzioni di 

Medicina Interna ed indirizzo Onco-endocrinologico Azienda Ospedaliero-

Universitaria di Parma. 

Ogni paziente è stato sottoposto ad agoaspirazione del nodulo. 

L’agoaspirazione è stata effettuata in eco-assistenza mediante metodo di 

capillarità utilizzando aghi mandrinati con lunghezza pari a 90 mm e calibro 
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pari a 27 Gauge (Artsana, Grandate, Italy). Una volta che la punta dell’ago, 

visualizzata mediante l’immagine B-mode, ha raggiunto il nodulo, il mandrino 

è stato rimosso e si è proceduto a raccolta del materiale citologico. Tale 

materiale è stato quindi raccolto all’interno di una provetta di 1,5 ml e stoccato 

a -80°C in attesa dell’esecuzione delle analisi molecolari. Anche il liquido di 

lavaggio dell’ago, effettuato con soluzione fisiologica, è stato raccolto e stoccato 

in modo analogo. I campioni citologici sono stati quindi processati secondo le 

procedure descritte in seguito.  

 

4.2.7  Intervento chirurgico  
 

Tutti gli interventi chirurgici sono stati eseguiti presso UO Clinica Chirurgica 

Generale, Azienda Ospedaliero-Universitaria di Parma  

 

4.2.8  Visita di follow up (FU) 
 
 
 
Nelle visite di follow-up di questo studio sono stati considerati solamente i 

pazienti trovati affetti da nodulo con istologia maligna. Dopo il trattamento 

chirurgico, i pazienti sono stati sottoposti a visite di controllo routinarie come 

da linee guida 

Le visite hanno compreso: 
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• Ecografia di controllo post-intervento 

• Titolazione della terapia ormonale sostitutiva e /o tireosoppressiva 

ove indicato 

• Valutazione post-operatoria dei parametri di laboratorio come 

indicato nei rispettivi casi 

• Eventuale indicazione all’esecuzione di radio-iodio terapia  

• Valutazione della presenza di recidive o metastasi 

 

Tali visite sono state eseguita c/o la seguente struttura:  

• SSD Coordinamento delle funzioni di Medicina Interna ed indirizzo 

Onco-endocrinologico, Azienda Ospedaliero- Universitaria di Parma 

 

4.2.9  Valutazioni biomolecolari su agoaspirato dei noduli 
tiroidei 

 

Tutte le valutazioni biomolecolari sono state effettuate presso il Laboratorio di 

Tossicologia Industriale e Metodiche Analitiche Avanzate dell’Università di 

Parma 
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Estrazione miRNA 
 

 

Tutte le molecole di RNA, compresi i miRNA, sono state estratte dal materiale 

provenuiente da agoaspirazione utilizzando il reagente TRIzol (Invitrogen, CA, 

USA), soluzione monofasica di fenolo e guanidina isotiocianato. 

In breve, il materiale è stato lisato in 1 ml di Trizol ed incubato 5 minuti a 

temperatura ambiente. A ciascun campione sono stati quindi aggiunti 0,2 ml 

di cloroformio (Carlo Erba Reagenti) e ogni campione è stato successivamente 

agitato vigorosamente per 15 secondi ed incubato a temperatura ambiente per 

2-3 minuti. Le provette sono state centrifugate a 12000 g per 15 minuti a 4°C.  

Al termine della centrifugata, la fase acquosa sovrastante è stata prelevata, 

messa in una nuova provetta a cui sono stati aggiunti 0,5 ml di isopropanolo 

(Carlo Erba Reagenti). I campioni sono stati incubati 10 minuti a temperatura 

ambiente e centrifugati a 12000 g per 10 minuti a 4°C.  

Il sovranatante è stato quindi rimosso ed il pellet di RNA è stato lavato con 

etanolo al 75%, agitato e centrifugato a 7500 g x 5 minuti a 4 °C.  

Il sovranatante è stato quindi eliminato, il pellet di RNA lasciato ad asciugare 

per 10 minuti e risospeso in 50 µl di RNA Storage Solution (Ambion TX, USA), 

incubato 10 minuti a 60°C e successivamente congelato a -80°C. 
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Digestione RNA totale con DNasi 

 

L’RNA totale è stato successivamente digerito con la DNasi I. La digestione è 

stata effettuata utilizzando il kit DNA-free (Ambion, Life Tecnologies, CA, 

USA) che ha come scopo l’eliminazione di eventuali contaminazioni da parte 

del DNA, responsabile della formazione di amplificati aspecifici durante le 

reazioni di amplificazione.  

A 30 µl di ciascun campione sono stati aggiunti 3 µl di 10X DNase I Buffer e 1 

µL rDNase I (2 U/ µl). I campioni sono stati incubati a 37°C per 30 minuti. 

Dopo l’incubazione sono stati aggiunti 0,1 µl di DNase Inactivation Reagent al 

fine di inattivare l’enzima e rimuovere i cationi bivalenti come magnesio e 

calcio, che potrebbero portare ad una degradazione dell’RNA. 

I campioni sono stati poi incubati 2 minuti a temperatura ambiente e 

successivamente centrifugati a 10000 g per 1,5 minuti. 

Il sovranatante è stato prelevato, posto in una nuova provetta e quantificato 

con spettrofotometro Varioskan (Thermo Scientific, DE, USA). 
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Digestione con DNaseI 
 

L’RNA totale è stato successivamente digerito con la DNase I. La digestione è 

stata effettuata utilizzando il kit DNA-free (Ambion, Life Tecnologies, CA, 

USA) che ha come scopo l’eliminazione di eventuali contaminazioni da parte 

del DNA, responsabile della formazione di amplificati aspecifici durante le 

reazioni di amplificazione.  

A 30 µl di ciascun campione sono stati aggiunti 3 µl di 10X DNase I Buffer e 1 

µL rDNase I (2 U/ µl). I campioni sono stati incubati a 37°C per 30 minuti. 

Dopo l’incubazione sono stati aggiunti 0,1 µl di DNase Inactivation Reagent al 

fine di inattivare l’enzima e rimuovere i cationi bivalenti come magnesio e 

calcio, che potrebbero portare ad una degradazione dell’RNA. 

I campioni sono stati poi incubati 2 minuti a temperatura ambiente e 

successivamente centrifugati a 10000 g per 1,5 minuti. 

Il sovranatante è stato prelevato, posto in una nuova provetta e quantificato 

con spettrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific, DE, USA). 

 

Retrotrascrizione dell’mRNA in cDNA 

Per retrotrascrivere l’RNA totale estratto dai campioni è stato utilizzato il kit 

TaqMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, DE, 

USA) che prevede i successivi steps. 
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Poly(A) tailing reaction 

All’estremità 3’ dei miRNA è stata legata una coda di Poly(A) secondo il 

seguente protocollo: 

 

 

 

3 µl della mix e 2 µl di campione contenente i 2.5 ng/µl di RNA totale sono stati 

distribuiti in ogni provetta.  

Le provette sono state quindi incubate ai seguenti cicli termici: 

 

 

Al termine si è proseguito con la reazione di legame dell’adattatore. 
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Adattatore ligation reaction 

All’estremità 5’ è stato legato un adattatore, che funzionerà da primer forward 

nella successiva reazione di preamplficazione, secondo il seguente protocollo 

 

 

 

10 µl di Ligation Reaction Mix sono stati aggiunti ad ogni provetta contenente 

i precedenti prodotti di reazione.  

Le provette sono state quindi incubate ai seguenti cicli termici: 
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Reazione di retrotrascrizione 

È stata allestita la reazione di retrotrascrizione secondo il seguente protocollo: 

 

 

15 µl dell’RT Reaction Mix sono stati aggiunti alle provette contenente i 

precedenti prodotti di reazione ed incubate con il seguente ciclo termico: 

 

Al termine è stata svolta la reazione di pre-amplificazione dei miRNA (miR-

amp Reaction). 
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Reazione di pre-amplificazione dei miRNA 

È stato preparato il seguente mix: 

 

 

 

45 µl della mix sono stati distribuiti in nuove provette a cui sono stati aggiunti 

5 µl dei prodotti di retrotrascrizione. 

Le provette così allestite sono state sottoposte ai seguenti cicli termici: 

 

 

I campioni così ottenuti sono stati congelati a -20 °C. 
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Quantificazione miRNA-222-3p e miRNA-146b-5p in RealTime PCR 

 
La reazione di Real-Time PCR quantitativa è stata eseguita sul termociclatore 

QuantStudio7 Flex RealTime PCR System (Thermo Scientific, DE, USA) con 

l’utilizzo del kit TaqMan Advanced miRNA Assay (Thermo Scientific, DE, 

USA).  

Il protocollo di reazione è stato preparato secondo la seguente tabella: 

 

 
 
Per ogni campione, a 15 µl di mix sono stati aggiunti 5 µl di cDNA diluito 1:10. 

Il protocollo di amplificazione prevedeva i seguenti cicli termici: 

 
 
Per ogni reazione di amplificazione i campioni sono stati valutati in doppio e 

la validità della reazione è stata valutata attraverso il controllo negativo, dove 

al posto del cDNA è stata aggiunta l’H2O.  
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Per la normalizzazione dell’espressione dei miRNA in esame è stato utilizzato 

come housekeeping il miRNA-191-5p.
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5 ANALISI STATISTICA 
 

 

 

Le variabili quantitative sono riportate come media (DS) o mediana (intervallo 

interquartile) a seconda della normalità dei dati. Pertanto, per confrontare due 

gruppi è stato usato, secondo la distribuzione, il t test per dati indipendenti o 

il test di Mann Whitney. Le variabili qualitative sono rappresentate come 

frequenza assoluta ed in percentuale. Il confronto tra gruppi è stato fatto, in 

base alla frequenza nelle singole caselle della tavola di contingenza, con il test 

di chi-quadro o di Fisher. La soglia di significatività (alfa) è stata posta a 0,05. 

È stato usato il software IBM SPSS STATISTICS v 27 (IBM, Amork, NY). 
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6 RISULTATI 
 

 

 

Le caratteristiche generali della popolazione in esame sono elencate nella TAB 

1. Sono stati valutati 29 pazienti, 19 femmine e 10 maschi, di età 51,9 ± 12,4 

anni (media ± deviazione standard). Secondo la Classificazione di Bethesda 

2017 [48], 19 dei noduli esaminati (65%) all’esame citologico appartenevano a 

classi di rischio indeterminate rispettivamente così suddivise: classe III 

AUS/FLUS, N. 3 noduli; classe IV FN/FSN, N.15 noduli; classe V (SUSP) N. 1 

nodulo. I restanti 10 noduli valutati (34%) appartenevano alla classe di rischio 

VI, indicativa di malignità. Tutti i noduli considerati sono stati portati a 

chirurgia e all’esame istologico definitivo sul pezzo operatorio 9 noduli (47%) 

citologicamente indeterminati sono risultati maligni. Tutti i 10 noduli risultati 

di classe VI alla citologia sono stati provati essere maligni all’istologia.   

 

 

 

 

  



65 
 

TAB. 1 

Caratteristiche demografiche della popolazione in esame (N= 29) 
  

Età (anni), M±DS  51,9 ± 12,4 
Sesso (F), n (%) 19 (65) 
Citologia, n (%) 

            
Indeterminata 

 
Maligna 

 
 

19 (65) 
 

10 (34) 
Classe di rischio indeterminata, n (%) 
 

Classe 3 
 

Classe 4 
 

Classe 5 

 
 
3 
 

15 
 
1 

Istologia maligna da citologico indeterminato (tot=19), n (%)  9 (47)  
Istologia maligna da citologico maligno (tot=10), n (%) 10 (100) 

 

 

L’istologia maligna era suddivisa come segue: 

Carcinoma papillare variante classica: N. 8 casi; Carcinoma papillare variante 

follicolare: N. 8 casi; Neoplasia follicolare tiroidea non invasiva con aspetti 

nucleari simil-papillari (NIFTP): N, 2 casi; Carcinoma follicolare: N. 1 caso.  

La prevalenza dei miRNA su esame citologico nell’intera popolazione dei noduli 

è riportata nella TAB 2.  La prevalenza di miRNA 146b sui noduli a citologia 

indeterminata era del 32% mentre nei noduli a citologia maligna era 80%. Il 

miRNA 222 presentava una prevalenza del 95 % nei noduli appartenenti alle 

classi indeterminate e del 90% nei noduli a citologia maligna.  
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TAB. 2 

Prevalenza di miRNA146b e miRNA 222 per citologia 
 Citologia 

indeterminata (n=19) 
Citologia maligna 

(n=10) 
P* 

 miRNA 146b, n 
(%) 

6 (32) 8 (80) 0,01 

miRNA 222, n 
(%) 

18 (94,7) 9 (90) 0,63 

* Test Chi square  

 

 
In TAB 3 si evidenziano le caratteristiche generali dei 29 noduli valutati, 

stratificati per classe citologica (indeterminata vs maligna). L’età dei pazienti 

era di 51 ± 12 (M±DS) nei noduli a citologia indeterminata e di 54 ± 14,0 nei 

noduli a citologia maligna con una prevalenza del sesso femminile in entrambi 

i gruppi rispettivamente del 63 % e del 70%. Il diametro medio dei noduli è 

risultato significativamente più elevato nei noduli a citologia indeterminata 

rispetto ai noduli a citologia maligna (21 ± 13 mm nei noduli indeterminati vs 

11 ± 3 mm nei noduli a citologia maligna, P= 0.005). Nessuna differenza 

significativa è stata riscontrata tra noduli a citologia indeterminata e noduli a 

citologia maligna riguardo a: ipoecogenicità, tipo di struttura (solida o non 

solida), struttura, margini (regolari o irregolari), disomogeneità, 

microcalcificazioni, aspetto taller than wide ed elasticità all’elastografia.  
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TAB. 3 

Caratteristiche dei noduli stratificati per citologia indeterminata e maligna 

* Chi square test  

 

Quando i 19 noduli risultati maligni all’esame istologico sono stati suddivisi a 

seconda della loro iniziale citologia, indeterminata o maligna, nessuna 

differenza significativa è stata riscontrata riguardo a sesso e caratteristiche 

ecografiche. Anche la frequenza di miRNA 146b o 222 non differiva tra i due 

gruppi di noduli maligni. Tuttavia, la frequenza di miRNA 146b risultava più 

elevata nei noduli maligni (55% vs 90% nei noduli maligni citologicamente 

indeterminati vs noduli citologicamente maligni), mentre quella del miRNA 

222 risultava pari al 100% in entrambi i tipi di noduli (TAB 4). 

 

 Citologia 
Indeterminata  

(N 19) 

Citologia 
Maligna 

(N10) 

P* 

Diametro medio (mm), M±DS 
 

21 ± 13 11 ± 3 0,005 

Età (anni), M±DS 
 

51± 12 54 ± 14,0 0,56 

Sesso (F), n (%) 
 

12 (63,2) 7 (70) 0,71 

Ipoecogenicità, n (%) 
 

13 (68,4) 9 (90) 0,19 

Struttura solida, n (%) 
 

15 (78,9) 10 (100) 0,12 

Margini irregolari, n (%) 
 

7 (36,8) 6 (60) 0,23 

Disomogeneità, n (%) 
 

10 (52,6) 8 (80) 0,15 

Microcalcificazioni, n (%) 
 

6 (31,6) 4 (40) 0,65 

Aspetto TTW, n (%) 
 

5 (26,3) 4 (40) 0,45 

Anelasticità all’elastografia, n (%) 
 

11 (57,9) 7 (70) 0,52 
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TAB. 4 

Caratteristiche dei noduli ad istologia maligna stratificati per citologia 
indeterminata vs maligna 
 Citologia 

indeterminata 
(n=9) 

Citologia 
maligna 
(n=10) 

P* 

Sesso (F), n (%) 
 

6 (66,6) 7 (70) 1,0 

Ipoecogenicità, n (%) 
 

6 (66,6) 9 (90) 0,3 

Struttura solida, n (%) 
 

8 (88,8) 10 (100) 1,0 

Microcalcificazioni, n (%) 
 

4 (44,4) 4 (40) 1,0 

Aspetto TTW, n (%) 
 

3 (33,3) 4 (40) 1,0 

Anelasticità all’elastografia, n (%) 
 

5 (55,5) 9 (90) 0,65 

Vascolarizzazione, n (%)§ 
 

8 (88,8) 8 (88,8) 0,13 

Disomogeneita, n (%) 
 

4 (44,4) 8 (88,8) 0,17 

miRNA 146b, n (%) 
 

5 (55,5) 9 (90) 0,14 

miRNA 222, n (%) 
 

9 (100) 10 100) 1,0 

 §Calcolata intra e perinodulare 

*Test di Fisher 

 
Considerando i noduli maligni all’istologia, sono inoltre stati calcolati i valori 

assoluti di miRNA 146b e 222 nei noduli a citologia indeterminata (TAB 5) ed 

i noduli a citologia maligna (TAB 6). I risultati sono anche riportati nella FIG 

7. Il confronto dei valori assoluti di miRNA 146b e 222 tra queste due tipologie 

citologiche di noduli, non ha prodotto risultati significativi (P= 0,095 e 0,60 

rispettivamente per miRNA 146b e 222) (TAB 7) 
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TAB. 5 

Valori assoluti di miRNA 146b e miRNA 222 nei noduli ad istologia maligna 
con citologia indeterminata all’agoaspirato (n=9)  

 

 

 

 

 

 

 

TAB. 6 

Valori assoluti di miRNA 146b e miRNA 222 nei noduli ad istologia maligna 
con citologia maligna all’agoaspirato (n=10) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
2^-ΔCt miR-

146b-5p 
2^-ΔCtmiR-

222-3p   

Percentili 

25° 

 

50° 

 

75° 

 

0,00000 

 

0,0010895 

 

0,00005 

 

0,003773 

 

0,000531 

 

0,061852 

 

 
2^-ΔCt miR-

146b-5p 
2^-ΔCtmiR-

222-3p   

Percentili 

25° 

 

50° 

 

75° 

 

0,000101 

 

0,00046525 

 

0,00703 

 

0,011642 

 

0,005743 

 

0,13078425 
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FIG. 7 

Espressione di miRNA 146b e miRNA 222 in noduli maligni a citologia 
indeterminata (1) e maligna (2). Mediana, 25°-75° percentile 

 
 

TAB. 7 
Confronto dei valori assoluti di miRNA 146b e miRNA 222 tra noduli 
istologicamente maligni a citologia indeterminata e noduli istologicamente 
maligni a citologia maligna 

 
2^-ΔCt miR-

146b-5p 
2^-ΔCtmiR-

222-3p   

U di Mann-Whitney 24,500 38,000 

Sign. asintotica (a due code) 0,091 0,568 

Sign. esatta [2*(sig. a una coda)] 0,095 0,604 
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Considerando solamente i noduli a citologia indeterminata, sono stati presi in 

esame i valori assoluti di miRNA 146b e miRNA 222 in quelli che poi sono 

risultati maligni e benigni all’istologia (TAB 8 e TAB 9), FIG 8. Il confronto tra 

questi due gruppi di noduli non ha mostrato alcuna differenza dei valori 

assoluti di miRNA (P= 0,18 e 0,21 rispettivamente per miRNA 146b e 222) 

(TAB 10). 

Nessuna associazione è stata identificata tra miRNA 146b o 222 ed i caratteri 

ecografici di rischio (dati non riportati). 

 

 
TAB. 8 

Valori assoluti di miRNA 146b e miRNA 222 nei noduli a citologia 
indeterminata risultati benigni all’istologia 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
2^-ΔCt miR-

146b-5p 
2^-ΔCtmiR-

222-3p   

Percentili 

25° 

 

50° 

 

75° 

 

0,000000 

 

0,000376 

 

0,000000 

 

0,0018495 

 

0,000048 

 

0,0113905 
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TAB. 9 

Valori assoluti di miRNA 146b e 222 nei noduli a citologia indeterminata 
risultati maligni all’istologia 

 

 

 

 

 

 

 

FIG. 8 

Espressione di miRNA 146b e miRNA 222 in noduli indeterminati con istologia 
benigna (1) e maligna (2). Mediana, 25°-75° percentile 

 

 

 

 

 
2^-ΔCt miR-

146b-5p 
2^-ΔCtmiR-

222-3p   

Percentili 

25° 

 

50° 

 

75° 

 

0,00000 

 

0,0010895 

 

0,00005 

 

0,003773 

 

0,000531 

 

0,061852 
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TAB. 10 

Confronto dei valori assoluti di miRNA 146b e miRNA 222 tra noduli a citologia 
indeterminata e successiva istologia benigna e noduli indeterminati e 
successiva istologia maligna 

 

 

 

 

 

 

 

Nella TAB 11 sono stati riportati i valori di espressione di miRNA 146b e 222 

nei noduli che sono risultati maligni all’istologia ed il successivo outcome del 

paziente al FU.  

Dei 19 noduli originariamente appartenenti a questo gruppo, 4 sono stati persi 

al FU mentre un paziente non aveva ancora raggiunto i 6 mesi di FU. Pertanto, 

la valutazione è stata possibile solo per 14 pazienti. Di questi, 9 sono stati 

sottoposti a terapia radiometabolica (RAI) mentre in 5 di essi non sussistevano 

le indicazioni per tale terapia. Il FU è stato espresso in mesi e valutato come 

mediana + range interquartile (IQR). Nel gruppo RAI, la mediana di FU è stata 

di 18 mesi mentre nel gruppo non-RAI la mediana è stata di 24 mesi. Nella 

tabella sono descritti i valori assoluti dell’espressione dei miRNA 146b e 

miRNA 222 nel gruppo RAI e nel gruppo non-RAI. I valori assoluti 

 
2^-ΔCt miR-

146b-5p  
2^-ΔCtmiR-

222-3p   

U di Mann-Whitney 28,00 29,50 

Sign. asintotica (a due code) 0,109 0,205 

Sign. esatta [2*(sig. a una coda)] 0,182 0,211 
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dell’espressione di miRNA non presentavano alcuna differenza significativa 

tra i due gruppi (P=0,6 e 0,08 rispettivamente per miRNA146b e miRNA 222), 

sebbene miRNA 222 risultasse tendenzialmente più basso nei soggetti che non 

necessitavano di RAI. Un solo soggetto tra i 14 analizzati è risultato non libero 

da malattia a 24 mesi di FU. Nel nodulo di tale soggetto il valore di miRNA 

146b era indosabile ed il valore di miRNA 222 era comparabile a quello 

osservato nella maggior parte dei rimanenti noduli. 

 

TAB. 11  
Pazienti con istologia maligna: Valori assoluti dell’espressione di miRNA 146b 
e 222 valutati su agoaspirato del nodulo e follow-up dei pazienti 

IQR= interquartile range 

Mann-Whitney test: 

miRNA 146b in RAI vs non-RAI P= 0,6  

miRNA 222 in RAI vs non-RAI P= 0,08  

 2^-ΔCtmiR-146b-5p  

percentili 

2^-ΔCtmiR-222-3p 

percentili 

Follow up 

mesi 

mediana 
(IQR) 

Pazienti 

liberi da 

malattia 

RAI (n 9)  
25° 0,0000005 

 
50° 0,0006220 

 
75° 0,0072410 

 

 
25° 0,0065320 

 
50° 0,0824690 

 
75° 0,1374315 

 

 
18 
 (9) 

 
 

8 

Non RAI (n 5)   
25° 0,0000610 

 
50° 0,0004400 

 
75° 0,0007030 

 

 
25° 0,0018410 

 
50° 0,0049440 

 
75° 0,0298725 

 

 
24  

(18) 

 
 

5 
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7 DISCUSSIONE 
 

 

In questo studio è stato valutato se l’utilizzo di marcatori biomolecolari, quali 

il miRNA 146b ed il miRNA 222, possa migliorare la stima di rischio dei noduli 

tiroidei e se vi sia una relazione tra positività di tali marcatori ed outcome post-

chirurgico nei noduli ad istologia maligna, pur con la limitazione dovuta alla 

bassa numerosità campionaria.   

Nella casistica considerata nel presente studio, è stata riscontrato una 

percentuale di malignità in noduli indeterminati pari al 47%. Considerando 

che la maggior parte dei noduli indeterminati era costituito da noduli di classe 

IV sec Bethesda, la percentuale di malignità risulta tendenzialmente più 

elevata rispetto ai dati della letteratura. Va comunque considerato che, data 

la bassa numerosità campionaria, l’inclusione della classe V Bethesda negli 

indeterminati ha indubbiamente innalzato il tasso di malignità in tale 

popolazione di noduli. Infatti, considerando solamente classi 3 e 4 tra i noduli 

indeterminati compresi nello studio, il tasso di malignità sarebbe del 42%.  

Considerando tutti i noduli a citologia indeterminata e confrontandoli con tutti 

i noduli a citologia maligna, è stata documentata una prevalenza più bassa del 

miRNA 146b nei noduli a citologia indeterminata rispetto ai noduli a citologia 

maligna, mentre la prevalenza di positività del miRNA 222 è sovrapponibile 

tra queste due tipologie di noduli. 
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Nel complesso, i noduli a citologia indeterminata presentavano un diametro 

maggiore rispetto ai noduli a citologia maligna. Questi dati sono in linea con 

altri report della letteratura. Deve essere infatti considerato che noduli a 

citologia indeterminata (in passato definita come “follicolare”) sono stati 

documentati essere in genere di diametro maggiore rispetto a noduli con altre 

tipologie di cellularità [83]. 

 

Inoltre, la citologia indeterminata dei noduli tiroidei è associata alla presenza 

di carcinomi follicolari o a cellule di Hurthle [48] che secondo alcuni report 

presentano diametro maggiore rispetto ai carcinomi papillari  [84,85].  

In questo studio non è stato identificato un ruolo per i miRNA 146b e 222 nella 

stima del rischio di malignità dei noduli a citologia indeterminata. Questi dati 

non appaiono in linea con quelli di Sponziello e collaboratori i quali hanno 

mostrato alta specificità e PPV per miRNA 146 in noduli tiroidei 

indeterminati, anche se gli stessi autori ne identificano l’uso ottimale insieme 

con un’analisi mutazionale che invece mostra alta sensibilità e NPV [86]. 

Quando abbiamo considerato i noduli ad istologia maligna, i due miRNA 

considerati in questo studio non hanno mostrato una diversa prevalenza. 

Tuttavia, il miRNA 146b ha mostrato una tendenza verso una minore 

frequenza nei noduli istologicamente maligni, ma a citologia indeterminata, 

rispetto ai noduli istologicamente maligni a citologia maligna (rispettivamente 

55 e 90%), mentre il miRNA 222 è stato riscontrato nel 100% dei noduli maligni 
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indipendentemente dalla loro citologia. Deve comunque essere considerato che 

una larga proporzione di noduli benigni erano positivi per la ricerca di miRNA, 

soprattutto il 222 e nessuna correlazione è stata riscontrata tra positività di 

miRNA 146b o miRNA 222 ed istologia maligna nei noduli a citologia 

indeterminata (Chi-square test p= 0,69 e 1,17 rispettivamente per miRNA 

146b e 222, dati non riportati). Tali risultati sono stati confermati anche 

considerando, per ciascuno dei due miRNA, i valori assoluti di espressione. 

L’uso dei miRNA nella stima del rischio di malignità dei noduli tiroidei è stato 

oggetto di diversi studi. In particolare, Mazeh e collaboratori hanno analizzato 

l’espressione di 6 miRNA (miR-21, -31,-146b, -187, -221 e -222) in 11 

agoaspirati tiroidei indeterminati con una prevalenza di malignità di 63%, 

sensibilità 89%, specificità 100%, PPV 100% NPV  66% [87]. 

 

Sono anche stati effettuati studi di accorpamento di valutazioni mutazionali e 

di miRNA. Un incremento della stima di rischio in noduli indeterminati è stato 

proposto, con tale metodica da alcuni autori [73,74,86]. Un altro esempio è 

costituito da un test commerciale denominato, ThyGeNEXT®, un cosiddetto 

targeted next-generation sequencing test che valuta mutazioni in 10 geni 

(BRAF, H-, K-, and N-RAS, TERT, ALK, GNAS, RET, PTEN, and PIK3CA) 

and 38 diverse fusioni geniche che coinvolgono ALK, BRAF, NTRK-1, -2, e -3, 

PPARG, RET e THADA [64]. 
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 Al fine di incrementare la sensibilità ed il NPV, del pannello di 

genotipizzazione, la ditta che commercializza questo test lo ha appaiato ad un 

cosiddetto complementary miRNA expression classifier, denominato 

ThyraMIR®. Campioni per i quali non sono identificate mutazioni o fusioni 

geniche attraverso il suddetto test di genotipizzazione, vengono ulteriormente 

processati medianti ThyraMIR® che è basato sul pattern di espressione di 10 

miRNA (miR-29b-1-5p, miR31-5p, miR-138-1-3p, miR-139-5p, miR-146b-5p, 

miR-155, miR-204-5p, miR-222-3p, miR-375, miR-551b-3p). I risultati di tale 

metodica sono promettenti nell’ottica di individuazione di quei noduli 

indeterminati per i quali può essere evitato il ricorso a terapia chirurgica [88,89].   

Anche per quanto riguarda noduli già maligni alla citologia, si sta 

prospettando un contenimento dell’invasività chirurgica ed alcuni studi sono 

stati effettuati con l’intendo di monitorare il paziente senza ricorrere 

all’intervento chirurgico per noduli citologicamente maligni [23, 90-93]. 

In tale ambito risulta molto opportuno poter disporre di marker che possano 

predire l’outcome di tali pazienti in modo da poter meglio definire il rischio 

connesso al mantenimento in sede del nodulo citologicamente maligno. Come 

già precedentemente accennato alcuni marker biomolecolari, quali il BRAF 

V600E ed il TERT-p, sono considerati utili marcatori biomolecolari di 

outcome[56-60]. In aggiunta, alcuni autori hanno sottolineato un possibile 

analogo ruolo per alcuni tipi di miRNA. In merito a quest’ultimo argomento, 

sono stati effettuati numerosi studi. Tuttavia, diversi miRNA sono stati 
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proposti, anche se uno di quelli più indicati come marker significativo è stato 

il miRNA 146b con valutazioni effettuate, tuttavia, principalmente nel 

carcinoma papillare [72,75,79]. L’argomento riguardante il rapporto tra miRNA 

e diagnosi e prognosi del carcinoma tiroideo differenziato merita quindi ancora 

ulteriori delucidazioni. Recentemente, miRNA 146b e miRNA 222, dosati su 

plasma del paziente, sono stati proposti come fattori predittivi di outcome 

negativo in pazienti affetti da carcinoma tiroideo differenziato nei suoi diversi 

istotipi [70]. Indubbiamente, la valutazione su plasma o siero del paziente può 

comportare diversi bias di campionamento. Pertanto, basandoci su tali dati, in 

questo studio è stato considerato il dosaggio di miRNA 146b e miRNA 222 su 

materiale da agoaspirazione dei noduli tiroidei verificando la possibilità che 

tali marcatori biomolecolari possano rivestire un ruolo nella definizione 

diagnostica pre-chirurgica di noduli indeterminati e nella stima di outcome al 

FU del paziente con carcinoma differenziato della tiroide nei suoi vari istotipi.  

I dati del presente studio non permettono un’analisi completa su questo 

argomento. Con una mediana di FU di 18 mesi nei soggetti sottoposti a RAI 

post-tiroidectomia e di 24 mesi nei soggetti non sottoposti a RAI, solo un 

paziente, su 14 per i quali era disponibile il FU, mostrava persistenza di 

malattia, ancora evidente a 24 mesi. 

Il presente studio si differenzia dalle succitate esperienze poiché nel presente 

protocollo i miRNA in esame sono stati dosati su citoaspirato. Non si può quindi 

escludere che differenze tra i risultati di questo studio rispetto allo studio 
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precedente possano derivare dalla diversa metodologia di valutazione dei 

miRNA. 

Indubbiamente il periodo di FU del presente studio è breve; inoltre, i pazienti 

per cui era possibile avere i dati di FU erano pochi e la maggior parte di essi 

presentavano assenza di malattia al FU. Dati più solidi potranno essere 

ottenuti con l’ampliamento della casistica e l’allungamento del periodo di FU.  

Il rapoporto tra citologia e scelta di un successivo intervento chirugico 

rappresenta uno degli argomenti più attuali nella condotta terapeutica del 

nodulo tiroideo.  

Nel presente studio, il counseling pre-chirurgico dei noduli citologicamente 

indeterminati o maligni è stato condotto nel rispetto dei suggerimenti derivanti 

dalle Linee Guida ATA 2015 [23] esponendo chiaramente al paziente il rischio 

di malignità previsto dalla classe citologica del nodulo e concordando il tipo di 

intervento con il paziente stesso.   

Tutti i 10 pazienti che presentavano noduli a citologia maligna sono stati 

sottoposti a tiroidectomia totale, con successivo riscontro istologico di 

malignità nel 100% dei casi.  

Nel gruppo dei 19 pazienti che presentavano noduli a citologia indeterminata, 

9 (47%) sono stati sottoposti a tiroidectomia totale. In 5 di tali pazienti è stata 

riscontrata un’istologia maligna. Dieci pazienti (53%) dello stesso gruppo sono 

invece stati sottoposti ad emitiroidectomia. Di tali pazienti, 4 presentavano 

una diagnosi di malignità all’istologico e 2 di essi hanno dovuto subire una 
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tiroidectomia di totalizzazione al fine di poter essere poi sottoposti a terapia 

radiometabolica, prevista per il quadro istologico, configurandosi di fatto, per 

questi pazienti, una condizione di undertreatment al primo intervento.  

Questi dati confermano la difficoltà, ben nota in letteratura, a stabilire un 

approccio chirurgico ottimale nei noduli tiroidei, soprattutto a quelli 

citologicamente indeterminati, facendo riferimento solamente alla categoria 

citologica. La possibilità che ne deriva è quella di un overtreatment (riscontrato 

in questo studio nel 21% dei soggetti con citologia indeterminata) o, all’opposto, 

di un trattamento chirurgico che necessita di totalizzazione. 

Per questo motivo, diversi grupi di ricerca stanno cercando di identificare 

pannelli biomolecolari che possano migliorare la stima di malignità di noduli 

tiroidei ed anche la stima di outcome del paziente dopo l’intervento chirurgico. 

Altri gruppi hanno cercato di verificare la possibilità di accorpare indagini 

molecolari con i caratteri ecografici di sospetto [94]. 

L’intento comune è sempre quello di limitare l’invasività dell’atto chirurgico. È 

infatti importante ricordare che la scelta di un intervento di tiroidectomia 

totale, rispetto ad un’emitiroidectomia, può avere un importante impatto sulla 

qualità di vita del paziente, soprattutto relativamente alla necessità della 

terapia ormonale sostitutiva ed all’aumento di complicanze operatorie con 

possibilità di ipoparatiroidismo e disfonia permanenti.    

Il punto di forza di questo studio è rappresentato dal disegno prospettico, dal 

fatto di essere monocentrico riguardo all’esecuzione di ecografia tiroidea, 
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dell’agoaspirato, della lettura citologica, dell’esame istologico e del dosaggio dei 

miRNA. 

Il principale punto di debolezza è rappresentato dalla scarsa numerosità 

campionaria, anche se lo studio in oggetto deve essere considerato come una 

valutazione ad interim. 

In conclusione, i risultati di questo studio, pur rappresentando una valutazione 

preliminare, non mostrano un ruolo significativo di miRNA 146b e miRNA 222, 

valutati su agoaspirato tiroideo, nel migliorare la stima di rischio dei noduli 

tiroidei o la predizione dell’outcome di pazienti affetti da carcinoma 

differenziato della tiroide. 

Indubbiamente, l’aumento della casistica e l’accorpamento del dosaggio di tali 

miRNA con pannelli mutazionali potrà meglio affrontare la problematica 

oggetto del presente studio.  

Tutto ciò, nella prospettiva di individuare marker molecolari che possano avere 

un valore prognostico. Ciò permetterebbe di stratificare i pazienti in diversi 

gruppi di rischio con conseguente miglioramento del programma chirurgico che 

potrebbe essere in tal modo meglio ritagliato sul singolo paziente. 
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