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RESUMO

O céancer de tireoide é a neoplasia maligna enddcrina mais comum, com incidéncia
crescente em todo o mundo. Esse crescimento € quase que exclusivamente as
custas do carcinoma papilar da tiredide (CPT) e, atualmente, 30-50% desses
tumores sao microcarcinomas papilares de tiredide (MCPT). Os diversos sistemas
de estratificacdo para classificacdo desses pacientes em baixo e alto risco tém se
revelado insatisfatorios, levando a procura de um marcador molecular que possa
compor uma estratificacdo mais efetiva. A mutacdo V600E do gene BRAF constitui
um evento genético frequente dos carcinomas papilares da tiredide, refletindo seu
potencial como marcador tumoral nos MCPT. O objetivo do presente estudo foi
avaliar a prevaléncia dessa mutacdo em 80 espécimes de MCPT, oriundas do
Servigo de Patologia do Hospital Aradjo Jorge de Goiania, de pacientes operados
entre 1999 a 2006. A andlise molecular da mutagdo V600E do gene BRAF foi
realizada por meio das técnicas de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) e
Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restricdo (RFLP). As analises
estatisticas incluiram o teste do Qui-quadrado com correcdo de Yates e o teste
exato de Fisher. Dentre os 80 casos de MCPT analisados, 73 (91,2%) eram do sexo
feminino; 47 pacientes (58,7%) tinham idades abaixo de 45 anos e 33 (41,3%)
tinham idades = 45 anos. Metastases linfonodais foram observadas em 28 pacientes
(35%) e 19 tumores (23,7%) apresentaram extensao extratiroidiana. A mutacao
V600E do gene BRAF foi observada em 50 casos (62,5%). Dentre os parametros
clinicos e histopatolégicos investigados no grupo de pacientes deste estudo,
nenhuma associacdo estatisticamente significativa foi detectada em relacdo a
presenca da mutacdo V600E do gene BRAF. Nossos resultados demonstraram que
a mutacdo V600E do gene BRAF é uma alteracdo genética comum nos MCPT,
podendo representar um evento precoce ha carcinogénese da glandula tiredide.
Entretanto, implicacdes desta mutacdo no prognoéstico dos microcarcinomas
papiliferos de tiréide ndo foram observadas.

Palavras-chave: BRAF; mutacdo V600E; microcarcinoma papilar de tiredide.
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ABSTRACT

Thyroid cancer is the commonest endocrine malignancy, with a rising incidence all
over the world. This increasing incidence is almost exclusively due to the papillary
thyroid cancer (PTC) and 30% to 50% of these tumors are papillary thyroid
microcarcinomas (PTMC). The many score systems for risk stratification of these
patients in low and high risk have been revealed to be unsatisfactory, leading to the
search of a molecular marker wich could integrate a more reliable stratification
system. BRAF Y%%F mutation is a frequent genetic event in the papillary thyroid
carcinomas, that reflects its potential as a molecular marker in the PTMC. The aim of
the present study was to evaluate the prevalence of such mutation in 80 paraffin
embedded PTMC samples from the Pathology Department of the Hospital Aradjo
Jorge of Goiania, Goiés, Brasil, obtained from patients operated between 1999 and
2006. Molecular analysis of the BRAF Y°°°F mutation has been achieved by PCR and
RFLP techniques. Statistical analysis included Chi-squared test with Yates’s
correction and Fisher’s exact test. From the 80 cases of PTMC analysed, 73 (91.2%)
were females, 47 patients (58.7%) were less than 45 years old and 33 (41.3%) were
= 45 years old. Lymph node metastasis were observed in 28 patients (35.0%) and
extrathyroidal extension occurred in 19 cases (23.7%). Mutation BRAF Y®%°F was
observed in 50 cases (62.5%). There was no statistically significant association
between clinicalpathologic parameters and the presence of the BRAFY®°E. Our
results showed that the BRAF'®°F is a common genetic alteration in the PTMC, and
it may represent an early event in the carcinogenesis of the thyroid gland. However,
implications of this mutation in the prognostic of the PTMC were not observed.

Keywords: BRAF; V600E mutation; BRAF-protein; thyroid papillary microcarcinoma
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| - INTRODUCAO

1. Anatomia e Fisiologia

A tiredide é uma glandula sem ductos, situada a frente e em volta da traquéia
(Figura 1). Situa-se logo abaixo da cartilagem tiredide. A glandula tiredide é
constituida por dois lobos — direito e esquerdo — conectados por uma pequena parte
delgada de tecido (istmo). Algumas vezes, o0 istmo d& origem a um terceiro lobo,
medial, conhecido como lobo piramidal. Sob condi¢cdes normais, a glandula pesa
entre 10 e 25 gramas. Uma grande diversidade de células compde o tecido
tireoideano, incluindo células foliculares, parafoliculares ou células C, células
endoteliais, fibroblastos, linfocitos e adipdcitos. Células foliculares sdo importantes
para a sintese e estoque do hormoénio tiroideano, enquanto as células C séo
responsaveis pela producéo da calcitonina, um horménio regulador da homeostasia

do calcio (Barrett, 2010).

Dsso hidide

F ’ml s
S ‘WUN””’ " ﬁ&mlnénm

laringea

Lamina da
cartilagem
tiredide
Lobo
piramidal

Lobo esquerdo
da glandula
tiredide

Artéria
tiredide
supenor

Artéria
cardtida
comum

Lobo direito
da glandula
tiredide

Vela jugular
interna

Vela tiredide
inferior Istmo da
Zlandula
tiredide

Traquéia

Figura 1 - Esquema ilustrativo da anatomia da tireoide.
Fonte: jorgebastosgarcia.com.br
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Os hormonios tireoideanos, tri-iodotironina (T3) e tetra iodotironina ou tiroxina
(T4) sé&o produzidos pela iodacéo de residuos de tirosina especificos localizados na
tireoglobulina, catalizada por peroxidases (Figura 2). A glandula tiredide libera
principalmente T4 na circulacdo. A concentracdo de T4 no plasma é em torno de 90
nM, enquanto que para o T3 é em torno de 2nM. A maior parte do T3 circulante €,
assim, formada nos tecidos periféricos pela deiodacdo do T4 (um processo que

ocorre principalmente no figado) (Molina, 2006).

Tiroperoxidase H:0:

C

OH
H,N"H >COOH
@@H @ Mono-iodotirosina

C
H,N-" H NCOOH H.N-" H “NCOOH

C

Tirosina Radical de Tirosina

Figura 2 - lodagéo da tireoglobulina. Fonte: Rang et al; 2010.

A maior parte do T3 e T4 circulante esta ligada a uma globulina plasmatica
(tiroxine-biding-globuline, TBG), enquanto uma pequena fracdo circula livre, (0,3%
do T3 e 0,03% do T4). A sintese e a liberacdo do hormdnio tireoideano sao
reguladas pelo eixo hipotalamo-pituitario-tiredide (Figura 3). O hormonio liberador de
tireotropina (thyrotropin-releasing hormone-TRH), um tripeptideo liberado no
hipotalamo, liga-se ao receptor em células da regido anterior da glandula pituitaria,
promovendo a estimulacdo da exocitose e liberacdo do hormdnio estimulador da

tiredide (thyroid stmulating hormone-TSH) na circulagéo sistémica. O TSH entéo se
15



liga ao receptor de TSH na membrana basolateral da célula folicular ativando uma
cascata que leva a producdo de hormoénio tireoideano e a sua liberacdo. Um feed-
back negativo regulatorio é feito principalmente pelo T3 produzido intracelularmente
no hipotalamo e na hipoéfise anterior pela deiodacéo do T4. A liberagdo do TSH pela
pituitaria é, assim, inibida tanto direta quanto indiretamente. Além desse mecanismo,
a dopamina, somatostatina e glicocorticoides também exercem um efeito negativo
na liberacdo de TSH (Molina, 2006).

Os horménios da tiredide podem afetar multiplos eventos celulares pela
ligacdo a seus receptores, 0s quais estao presentes em praticamente todos o0s
tecidos. Os receptores dos hormonios tireoideanos séo receptores nucleares (fatores
de transcricdo ligantes a DNA) que respondem a ligacdo do horménio por

funcionarem como tomadas/interruptores moleculares (Molina, 2006).

ESTIMULO AMBIENTAL

FRIO
ESTRESSE

" TSHRH " AUMENTODA

N " TEMPERATURA :
(+)

ALCA DE FEED BACK DA
ACAO TIREOIDEANA

AUMENTO DA TAXA
METABOLICA

(+)

Figura 3 - Esquema de controle por feed-back do eixo tdlamo-hipotalamo- tiredide
Fonte: adaptada de http://www.scielo.br/img/revistas/ca/v18n3/a03
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2. Doencas da Tireoide

2.1 Bocio e doenca nodular da tiredide

A palavra bocio refere-se a qualquer aumento do volume tireoideano, difuso
ou nodular, desde que excluidas as neoplasias. Defeitos da biossintese hormonal,
deficiéncia de iodo, doencas autoimunes e doencas nodulares podem cada uma
destas, levar ao desenvolvimento de bdécio por meio de mecanismos diferentes
(Burger, 2004).

A sintese defeituosa e a deficiéncia de iodo resultam em menor producéo de
horménio tireoideano e, portanto, na elevacdo dos niveis de TSH. Estes ultimos
estimulam o crescimento tireoideano como mecanismo compensatorio. A doenca de
Graves e a tireoidite de Hashimoto também estéo associadas com bocio. Na doenca
de Graves, uma imunoglobulina especifica para o receptor de TSH é a principal
responsavel pelo crescimento da glandula, enquanto na tireoidite de Hashimoto esse
crescimento € devido a um defeito adquirido na sintese hormonal, em decorréncia
de auto-anticorpos contra a tireoglobulina ou contra a tireoperoxidase. O
impedimento da sintese hormonal gera niveis elevados de TSH. Nessa Ultima, o
infiltrado de linfocitos e fatores de crescimento oriundos do sistema imune também
contribuem para o aumento da glandula. Nédulos tireoideanos estéo relacionados a
distarbios de crescimento das células parenquimatosas e, frequentemente, estdo
combinados com o desenvolvimento de fibrose (Burger, 2004). Vinte por cento das
doencas tireoideanas sdo autoimunes e estas afetam de 2 a 5% da populacao,

notadamente do sexo feminino (Sheu & Schmid, 2003).

2.2 Tumores tireoideanos

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS), na sua ultima edicéo, classifica os
tumores tireoideanos em carcinomas bem diferenciados da tireoide - carcinoma
papilifero de tiredide (CPT) e carcinoma folicular de tireoide (CFT), carcinoma
pobremente diferenciado de tireéide (CPDT), carcinoma indiferenciado ou
anaplasico de tiredide (CAT), carcinoma medular de tiredide (CMT) e, o Gnico tumor
benigno, adenoma folicular de tiredide (AFT). Estes tumores originam-se das células
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foliculares, a excec¢do do carcinoma medular que surge das células C (Chiacchio et.
al, 2008).

Os carcinomas bem-diferenciados da tiredide, i.e., o carcinoma papilar da
tiredide e o carcinoma folicular da tiredide, respondem por 90% dos tumores
malignos da tiredide e tém como denominador comum o fato de terem um bom
prognostico por manterem uma semelhanca estrutural e funcional com o parénquima
normal como, por exemplo, preservarem a expressao de tireoglobulina e da proteina
NIS (natrium iodine synporter). S&do mais comuns nas mulheres entre a quarta e

quinta décadas de vida (Byrd et al, 2012).

2.3 Adenoma Folicular de Tiredide (AFT)

N&o existem dados epidemiol6gicos consistentes para o AFT e falta critérios
para sua distingdo com os nodulos hiperplasicos. Adenomas foliculares usualmente
se apresentam como estruturas nodulares solitarias, circunscritas por fina capsula.
Por definicdo, ndo h& invasao capsular e/ou vascular (DeLellis et al, 2004).

Adenoma oncocitico, também conhecido como adenoma oxifilico ou adenoma
de células de Hurthle, é uma variante comum do adenoma folicular de tiredde,
caracterizada por células cujo citoplasma € granular e intensamente eosinofilico,
com nucleos largos e nucléolos proeminentes (Pisanu, 2010). Adenomas atipicos
apresentam celularidade alta, nucleos atipicos e histopatologia incomum (DelLellis et
al, 2004). Eventos genéticos variados tém sido encontrados nos AFT, tais como
aberrac6es cromossémicas numéricas, como a trissomia do cromossomo 7 dentre
outras (Belge et. al, 1998). Rearranjo BAX8-PPARy e mutacdes do gene RAS,
embora caracteristicas dos carcinomas foliculares, tém sido também encontrados
nos AFT (Marques et al, 2002).

2.4 Carcinoma Papilar de Tiredide (CPT)

O CPT é o céancer mais comum de tireoide, responsavel por 70 a 80%dos
casos e tem o melhor prognostico de todos. Comumente se dissemina pela via
linfatica e tende a permanecer confinado a tiredide e nos ganglios linfaticos regionais
durante anos. As principais caracteristicas microscopicas desses tumores (figura 4)

sdo as estruturas papilares (pediculos fibrovasculares recobertos por epitélio de
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células foliculares), corpos psamomatosos formados por laminas de material
necrético e calcificacdo, pseudo inclusbes nucleares e grandes nucléolos (Hay,
1990). O carcinoma papilar apresenta variantes histolégicas e a variante classica
corresponde a dois tercos dos casos e é a que também apresenta o melhor
progndstico enquanto que a variante células altas aparece em 10 a 15% dos casos e
tem o pior prognéstico (Baloch e Livolsi,2008); na variante encapsulada pode haver
infiltracdo capsular mas ndo a vascular; a variante células colunares, que ocorre
em torno de 14% dos casos € mais frequente no sexo masculino. Outros tipos
histol6gicos sdo o CPT de células claras, o CPT esclerosante difuso e o CPT
variante folicular cuja frequéncia s6 € menor que a variante classica (Albores-
Saavedra & Wu, 2006). O tumor pode ser multicéntrico em 20 a 80% dos casos e
bilateral em cerca de 30% dos pacientes. Ha evidéncias que focos nao contiguos do
tumor surgem de novos clones com precursores independentes (Shattuck et al,
2005).

Os eventos genéticos responsaveis pelo desenvolvimento do CPT sdo bem
caracterizados. O proto-oncogene RET localizado no cromossomo 10g11.2, codifica
um receptor de membrana tirosina-quinase (KTR). Sob condi¢cdes normais é
expresso em células neurais e neuroenddcrinas, como também durante a
embriogénese (Nikiforov, 2002). Rearranjos cromossodmicos, que ligam genes nao
relacionados a parte distal do gene RET (RET/PTC), resultam numa ativacao
ilegitima deste e, assim, de toda via oncogénica RET-Ras-Raf-MAPK (Knauf, 2003).
Mutacbes do gene Ras, que ocorrem em um a trés canceres humanos, sdo pouco
frequentes no CPT (Albarel et al, 2012).

A mutacdo V600E do gene BRAF é a alteracdo genética mais comum nos
CPT com uma incidéncia que varia entre 28% a 83% dos casos (Xing, 2007). A
proteina BRAF pertence a uma familia de quinases de serina/treonina e a mutacao
V600E ocorre quase que exclusivamente no CPT, além de ser uma mutacdo
excludente com os rearranjos RET/PTC (Xing, 2005). Esse fato sugere que a
mutacdo V600E do gene BRAF seja um evento alternativo para o desenvolvimento
dos CPT. Em conjunto tais caracteristicas conferem a mutacdo V600E do gene
BRAF um potencial tanto diagnéstico quanto progndstico para os CPTs (Xing, 2005;
Xing, 2009).
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2.5 Microcarcinoma Papilar de Tireoide (MCPT)

Os Microcarcinomas Papilares de Tiredide sao definidos como Carcinomas
Papilares de Tiredide com uma dimensdo de até um centimetro de dimenséao
(Figuras 4 e 5) (DelLellis et al, 2004). Essas lesfes sdo altamente prevalentes em
estudos de autOpsias com prevaléncia incidental, embora os dados sejam muito
discrepantes: nos EUA a taxa de prevaléncia em pecas de autopsia varia de 6 a 9%
(Lang et al, 1988); na Finlandia essa prevaléncia chega a 35% (Harach et al, 1985).
No Brasil, um estudo com 166 pecas de autOpsias consecutivas demonstrou uma
prevaléncia de 7,8% (De Matos et al, 2006). Uma caracteristica interessante dos
MCPT ocultos, estudados em pecas de autopsia, € que ndo apresentam diferencas
estatisticas na prevaléncia com relacdo ao sexo (De Matos et al, 2006).

O MCPT incidental também pode ser diagnosticado em 12% das pecas de
tireoidectomias motivadas por patologias benignas (Bradly et al. 2009). Por outro
lado, os MCPT ndéo incidentais, aqueles diagnosticados antes do tratamento
cirdrgico, descobertos casualmente, seja numa autopalpacdo ou em exame
ultrassonogréfico de rotina, apresentam-se mais frequentemente nas mulheres e
exibem comportamento mais agressivo (Nucera & Pontecorvi, 2012). Os MCPT néo
incidentais sdo diagnosticados em estagio mais avancado e exibem fatores
progndésticos de maior agressividade tais como invasao capsular, que chega a 8,7%
dos casos, e extravasamento extratireoideano, que ocorre em 35% dos casos.
Metastases linfonodais sdo observadas em 30% dos casoa enquanto metastases a
distancia ocorrem em 0,2% dos casos. Outras achados anatomopatologicos
frequentes incluem a multifocalidade e a bilateralidade, que ocorrem em 35% e 60%
dos casos respectivamente (Mercante et al, 2009). Em um estudo retrospectivo,
Pisanu et al. demonstrou recidiva linfonodal em 4,1% em 149 pacientes ( Pisanu et
al, 2009).

Tanto o rearranjo RET/PTC quanto a mutacdo V600E do gene BRAF podem
ocorrer no MCPT, mas essa Uultima, além de ser mais frequente, é apontada como
um fator de mau prognéstico, aumentando os indices de proliferacdo, de
dediferenciagéo e de transformacao celular (Liu D. et al, 2007).

A introducéo de aparelhos de ultrassonografia de alta definicdo aliada & PAAF
levou a um aumento dramatico na incidéncia do cancer da tire6ide, notadamente dos

casos de MCPT (Nucera e Pentecovi, 2010). Na América do Norte houve uma
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significativa mudanca na incidéncia do cancer de tiredide nos ultimos 30 anos e
hoje, o MCPT representa a maioria dos CPTs diagnosticados em pacientes com 45
anos de idade ou mais (Hughes et al, 2011). No Hospital Araujo Jorge da
Associacdo de Combate ao Cancer em Goias, entre os anos de 2005 a 2009
ocorreu uma virada na proporgcéo entre 0s macro e 0s microcarcinomas de tiredide e
0s microcarcinomas papilares de tiredide tornaram-se os mais frequentes nos laudos
das pecas cirargicas das tireoidectomias (dados do Sertor de Anatomia Patoldgica
do HAJ).

Figura 4 - Fotomicrografia mostrando um microcarcinoma papilar de tiroide.
Fonte: Laboratdrio de Anatomia Patolégica.

2.6 Carcinoma Folicular de Tiredide (CFT)

O CFT corresponde a aproximadamente 15% dos tumores malignos da
tiredide. Ele ocorre geralmente em uma faixa etaria maior que o CPT e metastatiza
mais frequentemente por via hematogénica para pulmdes, 0ssos e, raramente,
figado. O diagnéstico microscépico € confirmado pela invasdo vascular ou invaséo
capsular, sendo que essa Ultima depende do exame histopatologico da peca o que
impossibilita a conclusdo diagnostica pela PAAF. O CFT, que apresenta invasao
limitada de capsula ou de vasos, € chamado de CFT minimamente invasivo
(Baloch e Livolsi, 2007). O CFT, ou sua variante, carcinoma de células oxifilicas ou
carcinoma de células de Hurthle, tem prognéstico pior que o CPT (Clark, 2010).
Esses tumores séo caracterizados predominantemente por rearranjos PAX8-PPARYy,
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mutacfes pontuais do gene Ras e aneuploidia (Parameswaran et al, 2010). O gene
PAX8 (gene 8 box - pareado) € um fator de transcricdo essencial para o
desenvolvimento da tireéide, enquanto o gene PPARYy pertence a superfamilia dos
receptores nucleares e é expresso em pequenas quantidades no tecido tireoideano
normal (Nikiforov, 2003).

Mutacfes pontuais no gene Ras também tém sido identificadas no CFT. Ras
sdo pequenas GTPases que detém um papel central na transmissdo de sinal
oncogénico. Como eles também sdo encontrados em adenomas foliculares,
considera-se que essa mutacao seja um evento inicial na carcinogénese tireoideana
(Parameswaran et al, 2010).

Uma observacdao interessante € que o rearranjo PAX8-PPARY e a mutacdo do
gene Ras sao mutualmente excludentes e, portanto, indicam que 0
desenvolvimento do CFT segue caminhos alternativos (Nikiforova et al, 2003).

Anomalias no cromossomo 3 sdo caracteristicas do CFT, sendo, as mais
comuns, perdas em 3p (Herrmann et al, 1991). Delecbes delp, 6p/q, 8p/q, 9p, 11q,
13q, 18q e 22q estdo entre as alteracdes do numero de cdpias mais encontradas

nos pacientes com CFT (Roque et al, 2003).

2.7 Carcinoma Pobremente Diferenciado de Tiredide (CPDT)

Os CPDT representam de 4% a 7% dos tumores malignos de tiredide (De
Lellis et al, 2004). Eles mostram poucas evidéncias de diferenciacao folicular e tém
caracteristicas morfolégicas e de comportamento divididas entre os carcinomas
diferenciados e os indiferenciados da tiredide. Frequentemente, apresentam-se
como tumores volumosos de tiredide com ou sem envolvimento linfonodal.
Metastases para pulmdo e ossos sdo relativamente frequentes a época do
diagnéstico (Bongiovanni et al, 2009). Alteracées no gene TP53 variando entre 17%
a 38% e no gene Ras entre 18% a 63%, foram relatadas no CPDT. Dependendo da
presenca associada de CPT ou de CFT, podem estar presentes alteracbes nos
genes BRAF e RET/PTC ou PAX8/PPARYy, respectivamente (Bongiovanni et al,
2009).
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2.8 Carcinoma Anapléasico de Tiredide (CAT)

Os CAT correspondem entre 1% a 2% dos canceres de tiredide e geralmente
se apresentam como massas volumosas na regido da tiredide, de crescimento
rapido e muito infiltrativas, invadindo principalmente traquéia, laringe e esofago.
Metastases para linfonodos cervicais e para o pulméo séo frequentes e a recorréncia
€ a regra apos tratamentro cirargico (Clark, 2010).

As mutagdes nos genes TP53, CTNNB1 ou PIK3CA, entre outras, tém sido
demonstradas nesses tumores (Smallridge et al, 2009).H& controvérsias se esses
tumores séo resultantes de dediferenciacdo de tumores de tiredide. Mutacdes do
gene BRAF (presentes no CPT) e no gene RAS (comuns no CFT) s&o encontradas
entre 10% a 33% e entre 20% a 90%, respectivamente. E interessante a observacéo
que os rearranjos RET/PTC e BAX8/PPARy ndo foram encontradas no CAT
(Nikiforov, 2004).

2.9 Carcinoma Medular de Tiredide (CMT)

O carcinoma medular de tiroide se origina das células parafoliculares da
tiredide e correspondem de 5% a 8% de todos os canceres de tiredide. Conquanto a
maioria desses tumores seja esporadica, um quarto sao hereditarios, principalmente
pertencentes a sindrome endocrina multipla tipo 2 (MENA e MENB) ou a forma
familiar (CMTF). As mutacdes do gene RET, germinativas ou somaticas, sdo eventos

chave para o desenvolvimento desses canceres (Cerrato et al, 2009).

2.10 Historia Natural do Microcarcinoma Papilar de Tireoide

A doenga tireoideana nodular € comum, aumenta com a idade, depende da
populacdo estudada e dos métodos usados no diagndstico. Estima-se que nodulos
palpaveis estejam presentes em 4% da populagdo. Com a ultrassonografia de alta
resolucdo, a prevaléncia de nédulos na tiredide pode chegar a 67%. Nodulos
solitarios tém maior chance de malignidade (Dean e Gharib, 2008), entretanto,
apenas 5 -10% dos nddulos detectados sdo malignos (Coeli et al, 2005).

Os MCPT geralmente sdo diagnosticados durante exames de imagem do

pescoco por outras patologias. A citologia de material obtido por meio de puncao
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guiada por USG tem uma alta acuracia e € dependente da qualidade do
equipamento, da habilidade do radiologista que faz o exame e da experiéncia do
citopatologista. Em uma revisdo de 18,183 puncdes guiadas por USG, a acuracia
geral foi de 95% (Dean e Gharib, 2008).

O “National Cancer Institute” dos Estados Unidos, em 2007, publicou o
Sistema Bethesda para Laudos Citopatolégicos de Tiredide. Este sistema prevé a
classificacdo das amostras em seis classes, e para cada classe, um risco de
malignidade com a respectiva recomendacdo de manejo clinico (Figura 6, 7 e 8)
(Baloch et al, 2008).

CATEGORIA RISCO DE 2
: MANEJO CLINICO
DIAGNOSTICA MALIGNIDADE(%)
(1) Amostra ndo - Repetir a PAAF com auxilio de ultrasom

diagnostica®
(1I) Benigno 0-3 Seguimento Clinico

(I11) Atipias de Significado 5-15 Repetir PAAF
Indeterminado®

(IV) Suspeito de Neoplasia 15-30 Cirurgia: Lobectomia
Folicular®
(V) Suspeito de 60-75 Cirurgia: Tireoidectomia ou lobectomia
Malignidade
(VI) Maligno 97-99 Cirurgia: Tireoidectomia

Figura 5 - Classificacdo de Bethesda para citologia de lesBes de tiredide.
Fonte: adaptado de Baloch et al, 2008.

Figura 6 - Fotomicrografia apresentando aspectos citoldgicos de tiredide correspondentes a (A) -
Categoria 1l (atipias de significado indeterminado) e Categoria IV (suspeito de malignidade -
carcinoma papilar), de acordo com o Sistema de Bethesda.

Fonte: Laboratdrio de Anatomia Patoldgica.
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Nas classes citologicas Ill e a IV do Sistema de Betheda, ndo é possivel
definir com certeza, com certeza, a natureza da les&o. Nesse contexto, o advento de
um marcador molecular, torna-se relevante para planejar o tratamento adequado em
cada caso especifico (Niemeier et al, 2012; Nucera e Pontecovi, 2012).

O estudo ultrassonogréfico € o principal método de imagem para o
diagnostico dos MCPT. A possibilidade de um tumor maligno aumenta quando
detectado padrdo sodlido, hipoecogénico, vascularizacdo central predominante,
bordas imprecisas da lesdo, razdo do diametro antero-posterio maior em relacao ao
diametro transverso, calcificacao fina na lesdo e razao altura/base de dois para um,

ou maior(figura 6) (Ginat,D et al, 2010).
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Figura 7 - Imagem ultrassonografica de MCPT em les&o solido-cistica.
Fonte: Departamento de Radiologia do Hospital Araudjo Jorge.

Recentemente, a elastografia foi adicionada ao uso da USG para detectar
lesbes suspeitas. O uso de scaneres tomograficos sdo de pouca valia nesses
tumores pelo seu pequeno volume assim como também as cintilografias sdo de
pouco valia como screening, haja vista que 85% dos ndédulos frios séo
benignos(Cooper et al, 2009).

O tratamento do MCPT é eminentemente cirlirgico e a extensao da cirurgia
depende do numero de lesdes, da bilateralidade da lesdo e da variante histologica
em questao, conquanto o patologista possa fornecer essa informacdo no exame de
congelagdo. A extensédo da cirurgia depende ainda de fatores como a idade do
paciente, do sexo, extravasamento capsular e da presenca de metastase linfonodais

(Nucera e Pontecovi, 2012).
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Geralmente, a cirurgia € suficiente para garantir a erradicacdo da doenca. A
radioiodoterapia adjuvante esta indicada naqueles casos onde fatores de mal
prognoéstico estejam presentes. Nao obstante, deve-se ter em mente que nem
sempre € possivel conhece todos esses fatores até o laudo anatomopatologico final
(Nucera e Pontecovi, 2012).

A taxa de cura para o MCPT chega a 98% (Gilliland et al, 1997) e o insucesso
geralmente ocorre mediante recidiva loco-regional. A prevaléncia de recorréncia
varia amplamente na literatura, entre 0,3 a 37% e o0 Obito doenca- especifica ocorre

em menos de 0,4% dos casos (Roti et al, 2008).

2.11 Fatores de Risco do MCPT

Exposicdo a radiagéo ionizante € o Unico fator ambiental reconhecidamente
relacionado ao desenvolvimento do cancer de tiredide (Imaizumi et al.; 2006). No
entanto, a maioria dos pacientes com canceres de tiredide nao relatam essa historia.
Outros dados tém sido investigados, tais como fatores alimentares, fatores genéticos
ou fatores hormonais, mas os resultados sao controversos (Dean e Gharib, 2008).

Estudos sobre a exposi¢do aguda a radiacdo ionizante com armas nucleares
ou acidentes nucleares confirmam essa (Imaizumi et al.; 2006). E muito
caracteristico, por exemplo, que em regides severamente atingidas pelo acidente
nuclear de Chernobyl, em 1986, a incidéncia do cancer de tiredide em criancas
aumentou significantemente (Zablostska et al.; 2011).

A ingesta de iodo, estados inflamatorios da glandula tiredide, hormonios
femininos, receptores hormonais relacionados ao sexo fatores genéticos hereditarios
sdo citados na literatura de maneira ndo uniforme. Em regides onde ha deficiéncia
da ingesta de iodo, quando ha politicas publicas para corrigir essa deficiéncia,
segue-se um aumento do nimero de casos de CPT, inversamente proporcional ao
namero de casos de CFT. Uma relacdo entre tireoidite de Hashimoto e CPT é
descrita, mas a tireoidite € um fator protetor de agressividade da neoplasia. Historia
familiar de cancer em parentes de primeiro grau aumenta O risco para o0
cancer de tiredide, assim como algumas sindromes genéticas tais como a Sindrome
de Gardner, a Polipose Adenomatosa Familiar e a Sindrome de Cowden. Niveis
elevados de TSH estdo implicados com aumento do risco do CT e do estadiamento

mais alto (Wartofsky, 2010).
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O estudo histolégico do MCPT néo é suficientemente capaz de predizer o
prognostico desses tumores. InformagBes adicionais sdo importantes para
estabelecer um prognaostico. Diversos fatores tém sido incorporados em sistemas de
pontuacdo (AJCC/UICC, CAORTC, ,AGES, AMES, MACIS, entre outros) com
utilidade clinica na determinacdo de alto ou baixo risco. Porém, nenhum desses
esquemas demonstra clara superioridade sobre os outros e nem predizem a
recorréncia, que pode chegar a 20% (Park et al, 2010). Todos falham em predizer a
evolucao a curto prazo, a mortalidade doenca-especifica ou a tendéncia de intervalo
livre de doenca (Sipos e Mazzaferri, 2010). Alguns desses fatores como 0 sexo, a
idade, e o tamanho tumoral e extensdo extratireoideana, importantes para o
prognéstico nos CPT, ndo foram significantes em uma meta-analise realizada em
pacientes com MCPT (Roti et al. 2008).

Essa diversidade de esquemas progndsticos pode ser unificada com os
avancos da biologia molecular, notadamente na pesquisa de marcadores tumorais
gue visam tanto elevar a acuracia no diagnéstico quanto apontar um fator
prognostico definitivo. Conquanto essas tecnologias emergentes sejam uma grande
promessa, ainda ha obstaculos na sua utilizacao rotineira. Isto inclui interpretacdes
morfolégicas equivocadas do tecido nodular da tiredide, padronizacdo inadequada

dos métodos e custos financeiros ainda elevados (Xing, 2007).

2.12 Epidemiologia do MCPT

Nas ultimas décadas, houve um aumento significativo na incidéncia de cancer
da tireoide em todo o mundo. Nos EUA, a incidéncia de carcinoma de tiroide
aumentou de 3,6/100.000, em 1973, para 8,7/100.000, em 2002, resultando num
aumento de trés vezes (Davies et al, 2010).

No Brasil, uma grande variagdo na incidéncia de cancer de tire6ide também é
registrada, principalmente entre as mulheres. Belém e S&o Paulo sdo as cidades
gue apresentaram, respectivamente, a menor (0,8/100.000) e a maior (10,9/100.000)
taxa de incidéncia padronizada por idade para o sexo feminino (INCA, 2012).

De forma semelhante, em Goiania, valores de incidéncia crescentes sao
registrados para o carcinoma de tiredide em ambos os sexos. Em mulheres, a

incidéncia padronizada aumentou de 4,89/100.000 para 11,67/100.000, no periodo
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de 1988 a 2003, enquanto que para 0os homens esses coeficientes variaram de
0,40/100.000 para 1,59/100.000 (Reis et al, 2008).

As taxas padronizadas de mortalidade para o CT, na populacdo mundial
foram 0,5/100.000 nas regides mais desenvolvidas e de 0,8/100.000 nas regides
menos desenvolvidas para o sexo feminino e de 0,4/100.000 para ambas as regides
no sexo masculino. Em Goiania essas taxas se mantiveram estaveis para ambos 0s
sexos (Coeli et al, 2005). As analises de tendéncia do cancer de tiredide no periodo
de 1988 a 2003 mostraram haver uma tendéncia de aumento para ambos 0s sexos
(Curado e Martins, 2006).

2.13 O gene BRAF

O gene BRAF é conhecido com tres nomenclaturas alternativas: oncogene
BRAF, BRAF1 e RAFB1. O simbolo oficial aprovado pelo HUGO Gene
Nomenclature Committee (HGNC) é BRAF, que corresponde ao homélogo humano
B1 do oncogene viral do sarcoma de murino v-raf. Esse gene codifica uma proteina
com trés regides conservadas de proteina RAF kinase, contendo uma provavel
regido em dedo de zinco, uma regido rica em serina/treonina e um dominio quinase
C-terminal (Sithanandam et al, 1990). E composto por 17 introns e 18 exons

abrangendo uma regido de 190.284 pb (Figura 8).
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Figura 8 - Representagdo esquematica do gene BRAF com os seus 18 éxons e 17 introns.
Fonte: Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology- site:jlhuret@AtlasGenetics
Oncology.org
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Dois loci humanos do gene BRAF foram localizados, incluindo BRAF1 que
codifica o produto funcional do gene, mapeado no braco longo do cromossomo 734
(Figura 9) e 0 BRAF2, um pseudogene inativo localizado em Xql3 (Eychene et al,
1992).
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Figura 9 - Representagdo esquematica mostrando a localiza¢do do gene BRAF no cromossomo 7.
Fonte: Genetics Home Reference-site: ghr.nim.nih.gov

A proteina BRAF tem sua atividade biologica intrinsicamente ligada
a atividade da cascata MAPK/ERK quinase notadamente dependente da atividade
de MEK. A superexpressdo de BRAF esta associada a diminuicdo da atividade de
ciclina D1 e reducdo do numero de células estacionadas na fase G1 (Solit et al,
2006).

MutacOes somaticas no gene BRAF foram identificadas pela primeira vez em
66% dos casos de melanomas malignos avaliados em um ensaio clinico. Todas as
mutacBes foram detectadas no dominio de quinase do gene e a grande maioria
correspondia a simples substituicdo de uma valina por um &cido glutdmico na
posicdo 600 da proteina BRAF, advinda da transversdo de uma timina por uma
adenina na posicao 1799, no exon 15 do gene BRAF. Essa mutacdo missence
responde por 92% das mutacdes do gene BRAF (Davies et al, 2010). A mutacao
V600E resulta numa ativacéo constitutiva da proteina BRAF e consequentemente de
toda cadeia de transducgéo de sinais da via MAPK quinase (Figura 10).

29



A mutacado V600E de BRAF também cursa com menor expressao do NIS e da

peroxidase (Durante et al.;2007). Tais alteracdes podem alterar tanto o diagndstico

quanto a resposta terapéutica a radioiodoterapia nos PTCs. E interessante observar

que o BRAF alterado ndo ocorre nem no carcinoma folicular ou medular e também

esta ausente nas tireoidopatias hipertroficas. Nos carcinomas anaplasicos originados

de carcinomas papilares essa mutacao também € detectada, mas apenas em torno

de 20% dos casos (Xing et al, 2005). As mutagdes de BRAF estdo restritas aos

carcinomas papilares, aos carcinomas pobremente diferenciados e aos carcinomas

anaplasicos derivados de carcinomas papilares (XING, 2009). Nao h& sobreposicao

entre as mutacdes de BRAF, RET/PTC e RAS (Kimura et al.;

2003), ou seja: a

mutacdo do gene BRAF no cancer papilar de tiredide ocorre de maneira exclusiva e

€ excludente em relacéo a outras mutacdes oncogénicas.
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Figura 10 - Esquema da via MAPK com formas selvagens (A) e mutada (B) do BRAF.

Fonte: Nucera — 2012, adaptado.
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2.14 A Proteina BRAF

Ao produto da expressao proteica do gene BRAF da-se o nome de “proteina
quinase B-raf-serina/treonina”. E uma proteina que contem 766 aminoacidos, peso
molecular de 84.436 Daltons (Figura 11). Sua funcao esta relacionada a transducéo
de sinais mitogénicos da membrana celular para o nucleo das células. Apresenta
atividade catalitica, por meio de fosforilacdo de proteinas a custa do ATP e tem o
zinco como cofator. Outra funcdo é a de transferase mediada por acetilagcdo. E
encontrada em grande quantidade na membrana celular e citoplasma, onde forma
complexos moleculares com outras proteinas. Esta proteina pertence a familia RAF
de serinal/treonina-quinases, que modulam a funcdo de outras proteinas pela
transferéncia de grupamentos fosfato, sendo elas préprias ativadas por fosforilacdo
(Pollock et al, 2002). Em mamiferos, existem trés isoformas das RAF quinases: A-
Raf, predominantemente encontrada em tecidos urogenitais; B-Raf (BRAF),
altamente expressa em neurbnios e testiculos, em menores niveis nas células
hematopoiéticas e na tiredide, € a forma mais predominante nas células foliculares e

C-Raf (RAF1), que é expressa de modo ubiquo (Kolch et al, 2002).

Sis SMT D448 TS99  Se02
S446 D449

RED CRD = s KD
G-loop AS

Figura 11 - Proteina BRAF. Os nameros dentro das caixas azuis indicam o exon a partir do qual é
traduzida cada parte da proteina. As trés caixas rosa representam as regies conservadas da
proteina (CR1, CR2 e CR3). As barras verdes representam trés dominios distintos: RBD (dominio de
ligagdo RAS), CRD (dominio rico em Cisteina) e KD (dominio de quinase). Uma glicina conservada
(G-loop) no exon 11 é indicada com uma barra vermelha e o segmento de ativacéo (AS) no exon 15,
com uma barra rosa. As setas pretas indicam os sitios de fosforilagdo das proteinas principais. C:
carboxi-terminal; N: Amino-terminal.

Fonte: (Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology- site:jlhuret@AtlasGenetics
Oncology.org)

Defeitos na proteina BRAF sdo encontradas em varios canceres: coloretal.
Pulmdes, linfomas n&o Hodgkin, melanoma, carcinoma papilar de tiredide. Também
€ responsavel por diversas sindromes: cardiofasciocutanea (CFC), Noonan tipo 7 e
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a Sindrome de LEOPARD tipo3. No astrocitoma pilocitico, ha uma aberracéo
cromossbmica que leva a uma ativacdo constitucional do gene BRAF e,
consequentemente, a superexpressao do seu produto proteico.

Variantes naturais no cédon 600, gerados pela substituicdo da valina (V) por
acido glutamico (E), podem ocorrer em sarcomas, adenocarcinomas colo-retais,
melanomas, carcinomas serosos ovarianos e astrocitoma pilocitico. Outras variagées
naturais sdo encontradas no cancer coloretal (K601E) e sindrome CFC (K601Q)
(D638E) (Q709R) (NCBI).

2.15 Implicag¢@es Clinicas da Mutacéo V600E de BRAF nos MCPT

Muitos estudos tém demonstrado uma associagcdo significativa entre a
mutacdo V600E do gene BRAF e o0s carcinomas papilares de tireoide com
caracteristicas clinico-patolégicas de alto risco. Como o cancer de tireoide apresenta
incidéncias crescentes no mundo e esse crescimento é em grande parte devido aos
MCPT, muitos trabalhos foram desenvolvidos acerca do papel dessa mutacdo nos
MCTPs (Xing, 2009).

A revisdo bibliografica realizada neste estudo (tabelal) apresenta 13
trabalhos, envolvendo 1.837 pacientes com MCPT, com frequéncias de mutacéo
V600E do gene BRAF presente entre 30% a 80% dos casos. As possiveis causas
dessa grande variacdo dos resultados podem estar relacionadas a diferentes
metodologias usadas na deteccdo da mutacdo, como sequenciamento direto, PCR e
RFLP. Diferencas genéticas na populacdo também explicam essas discrepancias,
vez que taxas extremamente altas sdo encontradas nos trabalhos sul coreanos.
Diferencas populacionais também podem ser associadas aos habitos alimentares,
como maior ingesta de iodo pelos sul coreanos (Jung, 2012).

A maioria dos trabalhos da referida revisdo bibliografica demonstra
associacdes significativas com fatores clinicos e patoldgicos de mau progndstico:
extravasamento capsular, doenca multifocal, bilateralidade, metastase linfonodal
regional, enquanto alguns ndo demonstram tais associag¢oes (Kim, 2005).

Um grande estudo analisou 1.150 pacientes com PTC e detectou a mutagao
V600E do gene BRAF em 67,2% dos CPT maiores que um centimetro, enquanto
que essa mutacdo também foi alta nos pacientes com MCTP (65,6%). Outras
caracteristicas clinicopatologicas também foram semelhantes nos CPT e MCPT,
incluindo extravasamento extra tireoideano (72,4% x 52,2%) e metastases
linfonodais (51,8% x 34,9%) (Park et al., 2010).
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Tabela 1 - Revisdo dos artigos cientificos sobre a prevaléncia da mutacdo V600E do gene BRAF em
microcarcinomas papilares de tiredide e possiveis associacdes com fatores clinicopatologicos.

. Frequéncia
Casuistica ~
Autores/ : , da mutacéo L
pais Metodologia numero de V600 do Comentérios

pacientes gene BRAF
Amostras Associacao marginal com
Kim et al, parafinadas metastase linfonodal (p = 0,06);
2005,  microdisseccdo, PCR 60 Sovp  UOMEEMGR  EOM  GHEESsmen;
Koreé e Se uenciame’nto de doenca multifocal e linfonodal.
DN Aq Mutacdo em quatro pacientes com

LN laterais (+).

Park et Amostras N&o avaliou associagbes com

. : . @ aspectos  clinicopatologicos. A
ﬁl(’)rezglo’ pR?:rfgnCa;_cli_z;lshlPCR € 203 500 freqiéncia da mutacdo de BRAF

P nao foi diferente entre CPT e MCPT.

Niemeier Amostras Localizacdo superficial, extenséo
et al, parafinadas; 59 7794 extra-tiroidiana, multifocalidade e
2012; Sequenciamento 0 fiborose tumoral foram associadas
USA génico. com a agressividade do tumor.
Trovisco- o s
Soares  Amostras Nenhuma assoualga_o S|gn||1i|cgt|va

: 0 com aspectos clinicopatoldgicos.
%05_ el gasrgflgnadas, PCR e 20 30% Multifocalidade maior nos BRAF
Portu’gal ' selvagem.

. . Sensibilidade 74%; Especificidade
garque;}' é\gg.str% de. PAAR, 100%; Precisdao 100%; Acuracia
2011 ’ Se Ljenciamento 85 74% 77%; Aumentou a acuracia de 45%
c—m— égico p/ 82%: Diminiu 76% dos diag de

g j citologia suspeitos.
Oler et Amostras N&o demonstrou associacdes com
al 2009: parafinadas; 32 38% caracteristicas  clinicopatologicas;
Br'asil ' Sequenciamento de Mutacdo associada a menor

cDNA. expressao de NIS.
kim et al, Amostras  parafina- 50 d o
2005; das; Seguenciamento 60 53% N emqnstroq assoclacoes com
Seul ' de c'DNA caracteristicas clinicopatologicas.
L GG &l A Associacdo entre a mutacdo e
2008;  parafinadas; PCR em 18 66,7% clagao. : &
EUA tempo real metastases linfonodais.

40 amostras parafina-
Lee et al, das e 24 colhidas a Associacdo com estadiamento mais
2008; fresco; PCR; RFLP e 64 37,5% alto; extensdo extratiroidiana e
China sequenciamento metéstases linfonodais.

génico.
Kwak et Amostras de PAAF;
al 2009: PCR; 339 62 8% Associacao com tamanho do tumor
Séul ' Sequenciamento ’ e extenséo extratiroidiana.

génico
Jun ot Amostras
al %010_ parafinadas; DHPLC; 791 80.6% Associacdo negativa com variantes
Séul ' Sequenciamento ’ foliculares.

génico.
Lin et al, Amostras de PAAF; Associacao com metastase
2010; PCR; Sequenciamen- 61 34% linfonodal, multifocalidade; extenséo
China to génico extratireoidiana e TNM alto.
SERERY  AMOSES N&o detectou diferenca entre russos
et al, parafinadas; PCR; 46 28.8% : ¢
2004 RELP € japoneses
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Il - OBJETIVOS

3. Objetivo Geral

Avaliar o potencial papel progndstico da mutacdo V600E do gene BRAF em
80 casos de microcarcinomas papilares de tiredide tratados em uma unidade de

referéncia em cancer no Centro-Oeste brasileiro.

3.1 Objetivos Especificos

e Avaliar a frequéncia da mutacdo V600E do gene BRAF nos
microcarcinomas papilares de tiredide.

e Avaliar as possiveis associa¢gfes entre a mutacdo V600E do gene BRAF e
0s aspectos clinicopatoldgicos dos microcarcinomas papilares de tiredide.

e Avaliar o potencial papel prognéstico da mutacdo V600E do gene BRAF
nos microcarcinomas papilares de tiredide.

e Propor medidas que possam aperfeicoar as condutas terapéuticas usadas

no carcinoma papilar de tiredide.
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Il - METODOLOGIA

4. Aspectos éticos da pesquisa

Este estudo foi avaliado e recomendado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Araujo Jorge, conforme Parecer no. 059/2009 de 07 de dezembro 2009
(Anexo 1). Somente apds a aprovacio do projeto pelo Comité de Etica, em 7 de
dezembro de 2009, foram iniciadas as analises. Tratou-se de um estudo
retrospectivo com utilizacdo de dados clinicos obtidos de prontuérios e andlise de
espécimes tumorais fixados em formol e incluidos em parafina. Assim, o estudo nao

ofereceu nenhum risco evidente aos pacientes incluidos na analise.

4.1 Selecao de casos de microcarcinoma papilar de tiredide

Duzentos e quarenta e oito casos de MCPT foram inicialmente selecionados a
partir dos livros de registro do Setor de Anatomia Patologica (SAP) do HAJ, no
periodo de 1998 a 2006. Destes, 36 (14,5%) apresentavam metastases linfonodais.
Oito casos foram excluidos por falta de informacdes no prontuario ou escassez de
tecido tumoral. Foram selecionados entdo 28 casos de MCPT metastaticos. Dentre
os MCPT ndo-metastaticos, 52 casos foram pareados com relacdo ao sexo e idade,
totalizando um grupo com 80 pacientes. Os blocos contendo os fragmentos de
tumores foram levantados a partir dos arquivos do SAP, montados em laminas de
vidro e corados pela hematoxilina-eosina (HE) para andlise microscopica e
comprovacdo do diagnéstico histopatolégico. A revisédo histopatolégica foi feita por
dois patologistas colaboradores deste estudo, Dra. Rita de Céassia Alencar e Dr.
Elbio Candido de Paula, ambos do SAP do HAJ, de acordo com a classificacéo de
doencas malignas da tiredide da Organizacdo Mundial de Saude (DeLellis et al,
2004). Os pacientes incluidos no estudo apresentavam diagnostico histopatologico
comprovado de microcarcinoma papilifero de tirebide, blocos de parafina disponiveis
no SAP do HAJ e dados clinicos e histopatolégicos, incluindo: idade, género,
tamanho do tumor, comprometimento metastatico de linfonodos regionais,

metastase a distancia e extensdo extra-tireoidiana. Os dados clinicopatolégicos
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foram colhidos a partir dos respectivos prontuarios e utilizados para a confecgcéo de
um banco de dados.

4.2 Preparo das amostras

Os fragmentos de tumores finamente cortados, medindo de 0,5-2,0 p, foram
transferidos para microtubos, nos quais eram adicionados 500 ul de xileno. Os
microtubos foram incubados por 15 minutos a 55°C em banho-maria e,
posteriormente, centrifugados a 13.000 rpm por cinco minutos, formando um pellet
de tecido. Em seguida, o sobrenadante contendo o xileno foi descartado e a etapa
anterior repetida por mais duas vezes, a fim de completar a remocdo da parafina.
Apbés a remocado da parafina, 500 pyl de etanol 100% foram adicionados aos
microtubos, que foram ent&o incubados por 15 minutos a 55°C em banho-maria e
posteriormente, centrifugados a 13.000 rpm por cinco minutos, formando um pellet.
Em seguida, o sobrenadante contendo o etanol foi descartado e a etapa anterior
repetida por mais duas vezes, a fim de completar a remocéo do xileno. Essas etapas

foram repetidas mais duas vezes para completa remocao do xileno.

4.2.1 Extracdo de DNA das amostras de microcarcinomas papiliferos de

tiredide

A mutacdo V600E do gene BRAF foi analisada de acordo com o
procedimento proposto por Cohen et al, 2003. Utilizou-se primers especificos para o
exon 15 do gene BRAF e amplificacdo génica, produzindo fragmentos amplificados
com 224 pares de bases (pb). Tais fragmentos foram submetidos a digestdo com
utilizacao da endonuclease de restricdo TspRI que reconhece a mutacdo T1799A no
gene BRAF. A enzima de restricdo TspRI digere o produto de PCR produzindo trés
bandas principais: uma com 125 pb, uma com 87pb e outra com 12pb, a partir do
alelo do tipo selvagem. A mutagdo T1799A abole um sitio de restrigdo, resultando
em uma banda de 212 pb a partir do alelo mutante e bandas residuais a partir do
alelo selvagem. A extracdo de DNA das amostras de CPT foi feita com a utilizagéo
do kit comercial Wizard DNA Isolation Kit (Promega), utilizando o protocolo
padronizado no Laboratério de Diversidade Genética da PUC-Goias, conforme

descricédo a seguir.
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4.2.2 Lise celular

Cerca de 200 pl de solugdo de lise celular foram adicionados a cada
microtubo e o fragmento de tecido macerado com uma ponteira. A fim de garantir a
lise do tecido, 10 ul de proteinase K (20 mg/ml, Invitrogen) foram adicionados a cada
tubo. Os tubos foram homogeneizados 25 vezes por inversao e incubados a 55°C
(overnight), com inversdes periodicas. A completa lise celular foi concluida quando

nenhum fragmento de tecido foi observado em cada um dos tubos.

4.2.3 Precipitacdo de proteinas

Apos a lise celular, as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente.
Posteriormente, adicionados 50 ul de solucdo de precipitacdo de proteinas e a
solugdo homegeneizada com pipetagens sucessivas. Os microtubos foram entdo
incubados a - 20°C, e, em seguida, centrifugados a 13.000 rpm por cinco minutos.
As proteinas precipitadas formavam um pellet no fundo do tubo e o sobrenadante
contendo o DNA transferido para outro microtubo limpo. Caso o pellet ndo fosse
visivel, o tubo era agitado novamente no vortex em alta velocidade por 20 segundos

e colocado novamente no freezer seguindo os passos citados anteriormente.

4.2.4 Precipitacdo do DNA

O sobrenadante contendo o DNA foi transferido para outro microtubo
previamente identificado e acrescido de 200 pl de isopropanol 100% gelado. Os
tubos foram homogeneizados 50 vezes por inversao e centrifugados a 13.000 rpm
por cinco minutos. Apés a precipitacdo, os sobrenadantes foram descartados e os
tubos invertidos sobre papel absorvente. Os pellets contendo DNA foram lavados
com 200 pl de etanol 70%, homogeneizados 25 vezes por inversao e centrifugados a
13.000 rpm por 5 minutos. Os sobrenadantes foram cuidadosamente descartados e
os tubos invertidos sobre papel absorvente. Os pellets correspondentes a cada

amostra foram entédo secos a temperatura ambiente.
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4.2.5 Hidratagcao do DNA

Os pellets correspondentes a cada amostra foram ressuspendidos em 30 ul
de agua milli Q autoclavada. O DNA resultante de cada amostra foi armazenado em

freezer -20°C até a realizacdo dos ensaios de PCR.

4.2.6 Analise molecular da mutacdo V600E do gene BRAF por meio de PCR e

RFLP (polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricao)

Oligonucleotideos iniciadores especificos para o exon 15 do gene BRAF
(Tabela 2) foram usados nos ensaios de amplificacdo génica, produzindo amplicons
com 224 pares de bases (pb). Todos os reagentes da PCR foram rapidamente
centrifugados e homogeneizados no vortex, sendo previamente descongelados
sobre o gelo picado. Um controle negativo da reacdo contendo todos o0s
componentes, exceto o DNA, foi incluido em todas as amplificacfes. As reacfes de
PCR foram realizadas num volume final de 25 pl, utilizando um termociclador Veriti
(Applied Biosystems), em mistura contendo 15 ul de agua milli-Q; 2,5 ul de tampéao
(10x); 1,0 pl MgClI2; 1,0 yl de Taq DNA polimerase (Invitrogen); 2,5 yl de dNTPs
(desoxinucleotideo-trifosfato-dATP, dCTP, dGTP, e dTTP); 0,5 ul de cada primer de
BRAF; e 2,0 ul de DNA.

Apés a amplificacdo por PCR, um amplicon de 224 pb era visualizado em gel
de poliacrilamida a 8%, corado com nitrato de prata. Todos 0s casos que tiveram a
amplificacédo do fragmento do gene BRAF (224 pb) eram submetidos a digestdo com
a enzima de restricdo TspR1 (10 U/ yl New England Biolabs, Beverly, MA). A
digestéao foi feita num volume de 15 pl, com 10 pl do produto de PCR, 2,5 unidades
da enzima TspR1; 3,5 pl de agua milli-Q autoclavada; 1.0 yl de NE buffer e 0,25 pl
de BSA. A digestao foi feita durante 120 minutos, a 65°C e o resultado visualizado
em gel de poliacrilamida 10%, corado com nitrato de prata. Amostras de melanoma,

contendo a mutacdo T1796A foram usadas como controle positivo.
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Tabela 2 - Descricdo dos primers e protocolos de ciclagem usados no ensaio de PCR para
amplificacdo do gene BRAF em amostras de carcinoma papilifero da tireéide

Fragmento amplificado/ Primers Condicdes de ciclagem
(=224 pb)
Primer P1 (f) N
. , 94°C - 3min

5-TCATAATGCTTGCTCTGATAGG-3 94°C - 30seg
60°C — 1min
72°C — 1min > 40
72°C — 10min

Primer P2 (f) 4°C - infinito

5-GGCCAAAAATTTAATCAGTGGA-3' %

4.2.7 Andlises Estatisticas

Um banco de dados clinicos e histopatolégicos dos pacientes com
carcinomas papiliferos de tiredide foi elaborado, utilizando o Software Microsoft
Excel® (Microsoft Corp, EUA). Andlise estatistica descritiva desses dados foi
realizada e tabelas de contingéncia foram preparadas. Os aplicativos estatisticos
Prism 5 e Instat 4 foram usados para as analises comparativas das variaveis
qualitativas. O teste do Chi-quadrado com correcdo de Yates, nivel de significancia
de 5% foi usado para as analises comparativas e o teste exato de Fisher, quando
apropriado.
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IV - RESULTADOS

5. Caracteristicas clinicopatoldgicas dos pacientes com MCPT

Os oitenta casos analisados neste estudo foram operados no Hospital Araujo
Jorge (HAJ) da Associacdo de Combate de Cancer em Goias, por seis cirurgides do
Servico de Cabeca e Pescoco do HAJ. Apenas sete pacientes foram tratados com
tireoidectomia parcial. Quarenta e um casos tiveram a tireoidectomia totalizada
depois de incidentalmente ter sido encontrado MCPT em casos diagnosticados
previamente com doenca benigna.

Os dados clinicopatolégicos dos pacientes incluidos neste estudo encontram-
se descritos na tabela 3. Os MCPT tiveram ampla prevaléncia no sexo feminino
(91,25%) e foram mais comuns na quarta década de vida. Com relacéo ao tamanho,
0s tumores menores que 5mm foram os mais frequentes (42,5%). A multifocalidade
ocorreu em 51 pacientes (63,75%) e o extravasamento glandular foi observado em
19 casos (23,75%). Vinte e oito (35%) pacientes apresentaram metastase linfonodal
regional, enquanto apenas dois casos (2,5%) tinham invasao vascular. Atipia celular
intensa foi vista em 11 casos (13,75%). Apenas um tumor de células altas e dois de
células colunares foram identificados nesse grupo. O restante eram subtipos usuais
e foliculares. Tireoidite de Hashimoto foi detectada em 15 pacientes (18,75%).
Recidiva loco-regional ocorreu em 14 pacientes (17,5%), num periodo de
seguimento de cinco anos, e tais pacientes foram tratados com esvaziamento

cervical linfonodal radical e radioiodoterapia adjuvante (Tabela 3).
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Tabela 3 - Analise descritiva dos pacientes com microcarcinoma papilifero de tiréide.

Parametro n (%)
ﬁz:?nino 3 91.25
: 7 8,75
Masculino
Idade
< 45 anos
>
> 45'anos 47 58.75
Media = 42,9 33 4125
Mediana = 42 ’
Desvio padréo = £12,1
Tamanho 34 42.50
< 5,0 mm
31 38,75
>5,0-8,0 mm 15 18.75
8,0 — 10,0 mm '
I\S/Ii(:astase Linfonodal o8 35.00
~ 52 65,00
Nao
I\S/IilrJT:nfocaIldade 51 63.75
~ 29 36,25
Nao
Ivasdo Tecido Adjacente
(Extenséo extratiroidiana) 19 23,75
Sim 61 76,25
Nao
Isni\r/nasao Vascular 5 2,50
N 78 97,50
Nao
ﬁ:fela Nuclear 26 32,50
43 53,75
Moderada 11 13,75
Intensa
3232Ip0 Tumoral 23 28.75
1 1,25
Cel. Altas 5 250
Colunar
Esclerose Difusa 1 1,25
Insular 1 1,25
) 52 65,00
Folicular
;'i::o'd'te 15 18,75
~ 65 81,25
Nao
zie;'d'va 14 17,50
~ 66 82,50
Nao
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5.1 Associacfes investigadas entre a frequéncia da mutacdo V600E do gene
BRAF e os aspectos clinicopatoldégicos dos microcarcinomas papiliferos de

tiredide.

A mutacdo T1799A do gene BRAF resulta na substituicdo V600OE na proteina
BRAF e foi avaliada por meio de PCR e RFLP. A frequéncia da mutacdo V600E do
gene BRAF nos MCPT analisados neste estudo foi de 62,5% (50/80) (Figura 12). Os
dados apresentados na tabela 4 demonstram que nenhuma associacdo
estatisticamente significativa foi encontrada entre a mutagdo V600E do gene BRAF e
as caracteristicas clinicopatolégicas dos MCPT, como sexo, idade, tamanho,
metéstase linfonodal, multifocalidade, extensédo extratireoideana, invasdo vascular,
atipia nuclear, subtipo tumoral e recidiva em 5 anos ( p > 0,05). Pacientes com
tireoidite de Hashimoto tiveram uma tendéncia a apresentar menor frequéncia de
mutacdo (12% vs 88%, p = 0,046). Dentre os 28 casos metastaticos, 18 (64,2%)
apresentaram a mutagcdo V600E do gene BRAF, entretanto, nos tumores nao
metastaticos a frequéncia da mutacao foi 61.5%, iqualmente elevada, configurando
auséncia de associacao significativa entre esses parametros.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

500pb
400pb
300pb
200pb

e Sk . o 100pb

b

Figura 12 - Gel de poliacrilamida a 10% corado com nitratode prata, mostrando produtos de restricdo
de um fragmento do gene BRAF com 224 pares de bases, contendo ou ndo a mutacéo T1799A,
cortado com a enzima TspRI.

A presenca da mutacdo T1799A resulta na formagdo de quatro fragmentos
com 212-pb, 125-pb, 87-pb e 12-pb (canaletas 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7), enquanto que 0
alelo selvagem resulta na formacéo de trés fragmentos contendo 125-pb, 87-pb e
12-pb (canaletas 8, 9, 10, 11 e 12). A canaleta 10 apresenta uma amostra de DNA
obtido de melanoma contendo a mutagdo T1799A. A canaleta 13 apresenta o
fragmento de 224-pb néo-digerido. As canaletas 14 e 15 apresentam bandas
correspondentes ao padrdao de peso molecular de DNA com 50-pb e 100-pb,

respectivamente.
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Tabela 4 - Analise univariada das possiveis associacdes entre a mutacao V600E do gene BRAF e os
aspectos clinicopatolégicos dos MCPT

Paréametro V600E(+) V600E(-) p
Sexo
Feminino (n=73) 47 (94%) N= 26 (86,7%) 0.416
Masculino (n=7) 3 (6%) N= 4 (13,3%)
Idade

< 45 anos (n=47) 29 (58%) N= 18 (60%) 1.00
=45 anos (n=33) 21 (42%) N=12 (40%

Tamanho
<50 mm (n=34) 20 (40%) N= 14 (46,7%)
>50 - 80 mm (n=31) 18 (36%) N= 13 (43,3%) 0.299
80 — 100 mm (n=15) 12 (24%) N= 3 (10%)

Metéastase Linfonodal
Sim (n=28) 18 (36%) N= 10 (33,3%) 1.00
N&o (n=52) 32 (64%) N= 20 (66,7%)
Multifocalidade
Sim (n=51) 29 (58%) N= 22 (73,3%) 0.231
N&o (n=29) 21 (42%) N= 8 (26,7%)
Ivasdo Tecido Adjacente
(Extensao extatiroidiana) 14 (28%) N= 5 (16,7%) 0.290
Sim (n=19) 36 (72%) N= 25 (83,3%)
N&o (n=61)
Invaséo Vascular
Sim (n=2) 1 (2%) N=1 (3.3%) 1.000
N&o (n=78) 49 (98%) N= 29 (96,7%)
Atipia Nuclear
Leve (n=26) 13 (26%) N= 13 (43,3%)
Moderada (n=43) 28 (56%) N= 15 (50%) 0.164
Intensa (n=11) 9 (18%) N= 2 (6,7%)
Subtipo Tumoral

Usual (n=23) 12 (24%) N= 11 (36,7%)
Cel. Atlas (n=1) 1 (2%) N= 0 (0%)
Colunar (n=2) 2 (4%) N= 0 (0%) 0.540
Esclerose Difusa (n=1) 1 (2%) N= 0 (0%)
Insular (n=1) 1 (2%) N= 0 (0%)
Folicular (n=52) 33 (66%) N= 19 (63,3%)

Tireodite
Sim (n=15) 6 (12%) N= 9 (30%) 0.046
N&o (n=66) 44 (88%) N= 21 (70%)

Recidiva
Sim (n=14) 8 (16%) N= 6 (20%) 0.763
Nao (n=66) 42 (84%) N= 42 (84%)
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V - DISCUSSAO

Variacbes na incidéncia de carcinomas de tireoide sdo registradas em
diferentes regibes geograficas, refletindo possiveis caracteristicas genéticas e
fatores ambientais que contribuem para o seu desenvolvimento (Wartofsky, 2010).
Nos ultimos anos, o cancer de tireoide apresenta incidéncia crescente em todo o
mundo, e, hoje, aproximadamente, 50% desses céanceres sSao microcarcinomas
papiliferos (MCPT), ou seja, tumores que apresentam didmetro menor ou igual a um
centimetro (Xing, 2009; Leenhardt et al, 2004). Na Korea, a propor¢do dos MCPT
em relacdo aos PTCs chega a 70% (Jung et al, 2012). No Brasil, ndo foram
encontrados estudos acerca da proporcdo de microcarcinomas papiliferos de
tiredide em relacdo aos demais tumores que acometem esta glandula. Entretanto,
durante o desenvolvimento do presente trabalho, realizado em uma instituicdo de
referéncia que abrange uma grande area representativa do centro-oeste brasileiro,
foram observadas proporcdes crescentes de microcarcinomas papiliferos de tiroide
(dados do Setor de Anatomia Patolégica do HAJ — em preparacao).

De forma geral, os carcinomas bem diferenciados de tiredide apresentam
excelente prognostico, com taxas de sobrevida entre 97% a 99% (Davies, et al
2010). Entretanto, uma fracdo desses tumores evolui com metastases linfonodais
cervicais e recidivas. Até o momento, muitos esquemas de estratificacdo de risco
sao utilizados, mas todos tém falhas em predizer o grupo de alto risco,
principalmente devido ao fato de que muitos dos fatores prognésticos delineados
nesses esquemas soO estarem disponiveis apds a obtencéo da peca cirtrgica (Melck
et al., 2012; Nucera & Pontecorvi, 2012). A procura por um marcador molecular
acessivel que possa ser utilizado em material de punc¢éo aspirativa tem sido alvo de
pesquisadores a fim de aumentar a acuracia da puncdo, notadamente naquelas
indeterminadas, e que também tragam valor progndéstico, de modo que o tratamento
possa ser feito na medida da agressividade da lesdo (baixo e alto risco) (Marquetti et
al, 2012; Xing et al, 2004).

A mutacdo do gene BRAF é considerada uma etapa fundamental para o
desenvolvimento do CPT (Puxeddu et al. 2004) e pode ser detectada em material de
paaf (Niemeier et al., 2012; Lassalle et al, 2010). A frequéncia da mutacdo do gene

BRAF varia em trabalhos de diferentes regides geograficas, de 30 a 80% (Xing,
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2007; Jung et al, 2012; Sedliarou et al, 2004). No Brasil, somente um trabalho
avaliando a frequéncia da mutacdo V600E do gene BRAF foi encontrado na
literatura consultada. Nesse estudo, 32 casos de MCPT foram analisados e a
frequéncia de mutagdo V600E do gene BRAF foi 38%, porém sem associagdo
significativa com fatores clinicopatolédgicos (Oler et al 2009 ).

Embora nosso trabalho n&o tenha identificado associacao significativa entre a
mutacdo do gene BRAF e fatores clinicopatoldgicos, a excecdo da tireoidite com a
qual houve associacdo negativa, a frequéncia dessa mutacdo nos 80 casos
analisados foi de 64,5%, confirmando sua importancia na carcinogénese dos
tumores papilares da tiredide, especialmente nos MCPT. A auséncia de associagao
entre a mutacdo do gene BRAF e os fatores progndsticos do MCPT tem respaldo em
outros trabalhos da literatura (Kim et al., 2005; Sobrinho-Simdes et al., 2008). Era
esperado que, pela importancia da via MAPKinase, constitutivamente ativada, no
carcinoma papilar de tireoide, que o0s pacientes com a mutacdo do gene BRAF
apresentassem caracteristicas de alto risco, notadamente extravasamento capsular
e metastase linfonodal. Tal como descrito na tabela 1, somente dois estudos (Kim et
al, 2005 e Sobrinho-Simdes et al., 2005) ndo demonstraram esta associacdo. A
importéancia da mutagcdo BRAF foi realgada em trabalho publicado recentemente
envolvendo 59 pacientes, o qual demonstrou que uma combinacdo de elementos
anatomopatoldgicos (multifocalidade, fibrose, localizacdo superficial do tumor) e a
mutacdo do gene BRAF aumentou a sensibilidade da estratificacado de risco (alto vs
baixo grau) de 77% para 96% e a sensibilidade de 68% para 80% (Niemeier et al.,
2012). Uma das limitacdes do nosso estudo € seu carater retrospectivo, com
selecdo de casos submetidos a diferentes propedéuticas. Alguns representaram
achados incidentais em pacientes operados por patologias benignas, cujos
diagnosticos s6 foram confirmados apdés o exame anatopatololégico da peca
cirdrgica, enquanto outros tiveram diagnéstico previamente confirmado por meio de
puncéo aspirativa classe Il (indeterminada), IV (suspeita) ou V (carcinoma papilar),
previamente ao ato cirargico. Alguns autores consideram os tumores diagnosticados
por meio dessas duas diferentes formas como grupos heterogéneos e com
comportamentos biolégicos diferentes (Nucera e Pontecorvi, 2012). Além disso,
estudos retrospectivos utilizam espécimes tumorais fixados em formol e incluidos em
parafina, o que dificulta a obtencdo de amostras de DNA integro e adequado para as

analises moleculares, limitando o niumero de casos analisados.
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A utilizagdo de microdissecc¢do do tumor poderia conferir maior uniformidade
aos casos estudados, devido ao fato ébvio de evitar “contaminacao” de tecido
normal ou de outras patologias da glandula, que ndo o MCPT, adjacentes a lesao
(Kim et al.,, 2010). Outra estratégia que poderia elucidar melhor as possiveis

associacdes entre a mutacdo do gene BRAF V60%F

e fatores de risco, neste estudo,
seria 0 emprego da metodologia de sequenciamento génico. Esta técnica representa
0 método eletivo para andlise de mutacdes pontuais no DNA e todos 0sS nossos
casos deverdo ser, em breve, testados por meio desta metodologia, a fim de
compararmos os dois métodos (Lassalle et al, 2010; Kim et al.,2010).

Em nosso estudo, utilizando o método de PCR e RFLP, a mutacao do gene
BRAFY®%E foi detectada em 62,5% dos casos. A alta frequéncia da mutacdo BRAF
V60E 95 MCPT, a exemplo do observado nos carcinomas papilares de maiores
dimensdes (CPT), sugere ser este um achado comum nesses tumores (Park et al.,
2010), além de representar um evento precoce na carcinogénese papilar da tireéide
(Park et al., 2010). A elucidacdo do mecanismo celular de transducédo de sinais
responsaveis pela transformacdo neoplasica das células tireoidianas permite a
selecdo de pacientes que podem ser beneficiados com o uso de novas drogas, as
chamadas drogas alvo-dirigidas (Santoro, 2007). Inibidores de tirosina-quinases tais
como BAY 43-9006, AAL-881 e LBT-613 séo efetivas em inibir o crescimento de
tumores de tiredide tanto in vitro como in vivo (Lassalle, 2010). Essas drogas nao
sdo seletivas para a proteina BRAF e podem atingir outras proteina-quinases
integrantes de diversas cascatas sinalizadoras intracelulares. A droga BAY 43-9006
(Sorafenib; “Nexavar”) mostra atividade antitumoral relevante tanto nos pacientes
com doenca metastatica quanto naqueles com resisténcia a captacdo de
iodoradioativo. No entanto, estudos clinicos fase I-Il mostraram resposta parcial em
apenas 15% de pacientes com CPT metastatico (Caronia et al, 2011).

Drogas seletivas contra BRAFY®F  tais como SB-590885, PLX4720,
PLX4032 apresentam uma acao inibitéria sobre a atividade enzimética da BRAF
guinase 100 vezes maior do que a droga BAY43-9006 (Lassale et al, 2010 ; Santoro
2007). A droga PLX4032 (vemurafenib), um potente inibidor especifico da proteina
BRAF, mostrou ser efetiva no tratamento de melanoma metastatico com 81% de
regressao parcial ou completa numa coorte de 32 pacientes. Neste trabalho foram
adicionados mais tres pacientes com carcinoma papilar de tire6ide que também

mostraram uma resposta completa ou parcial (Flaherty et al.; 2010). Um trabalho
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demonstrou que apdés uma resposta parcial ao PLX4032, desenvolve-se uma
resisténcia adquirida a esta droga quase que invariavelmente (Johannessen et al,
2010).

As novas drogas baseadas em inibidores especificos de BRAFY%F
representam um avancgo no tratamento das doencas malignas da tiredide em um

futuro préoximo (Nucera e pontecovi, 2012).
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VI - CONCLUSAO

Nossos resultados permitem concluir que a mutacdo V60OE do gene BRAF é
uma alteracdo genética comum nos microcarcinomas papiliferos de tirdide, podendo
representar um evento precoce na carcinogénese da glandula tireoide.

Uma vez que, neste estudo, ndo foram observadas associacdes significativas
entre a mutacdo V600E do gene BRAF e o0s aspectos clinicopatologicos dos
microcarcinomas papilares de tiredide, as implicacdes clinicas desta mutacdo no
prognostico desses tumores ndo podem ser deduzidas.

Uma vez que a mutacdo V600E do gene BRAF foi altamente prevalente nos
microcarcinomas papilares de tiredide avaliados neste estudo, sua utilizacdo na
confirmagédo diagnostica dos microcarcinomas de tiredide é relevante, especialmente
nos casos com diagnadstico citolégico inconclusivo.

A presenca da mutacdo V60OE do gene BRAF nos microcarcinomas papilares
de tiroide, ndo permite, entretanto, com base nos nossos resultados, mudar as
condutas terapéuticas atuais.

Como perspectiva,novas drogas dirigidas a proteina BRAF poderao ter papel

terapéutico relevante em pacientes selecionados, num futuro proximo.
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