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RESUMO

Os carcinomas papiliferos sdao os tumores mais comuns da tiredide, sendo
responsaveis por 80% de todos os cénceres da glandula. Nesses tumores, uma
mutagcdo comum no gene BRAF tem sido observada, compreendendo a transversao
do nucleotideo T1799A, localizado no exon 15, verificada em 50% dos carcinomas
papiliferos de tiredide (CPT). Essa mutagdo acarreta a substituigdo do aminoacido
valina na posicdao 600 da proteina, por acido glutdmico, sendo assim designada
V600E. Estudos experimentais e clinicos tém mostrado uma associagao entre a
mutacdo do gene BRAF e diferentes parametros clinicos de progresséo, invasao e
recorréncia no CPT. O objetivo deste estudo foi detectar os niveis da proteina BRAF
utilizando o método de imuno-histoquimica, e avaliar a mutagdo V600E do gene
BRAF em um grupo de pacientes com carcinoma papilifero de tiredide. A detecgao
imuno-histoquimica da proteina BRAF e a mutacdo V600E do gene BRAF, foram
comparadas em relagdo aos aspectos clinico-patolégicos dos tumores. O grupo de
estudo incluiu 116 pacientes com carcinoma papilifero de tiredide, selecionados no
Setor de Anatomia Patolégica do Hospital Araujo Jorge, em Goiania-GO. A analise
imuno-histoquimica utilizou o método da imunoperoxidase associada a polimeros e o
anticorpo BRAF (clone F-7) Santa Cruz Biotechnology Inc. A analise molecular da
mutacédo V600E do gene BRAF foi realizada por meio de PCR (reagdo em cadeia da
polimerase) e RFLP (polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo). As
analises estatisticas incluiram o teste do Chi-quadrado com correcdo de Yates e o
teste exato de Fisher. Nossos resultados mostraram que a hiperexpressao de BRAF
foi detectada em 54 casos (46%) e a mutacdo V600OE do gene BRAF em 74 casos
(63,8%). Dentre as associagdes investigadas, resultados significativos foram
observados entre a hiperexpressao da proteina BRAF e extensao extra-tireoideana
do tumor (p=0,0183). A presenga da mutacdo V600E do gene BRAF foi associada as
metastases linfonodais (p=0,0385) e a hiperexpressdo da proteina BRAF
(p=0,0063).

Palavras-Chaves: BRAF; mutacdao V600E; proteina BRAF; Carcinoma papilifero de
tiredide.



ABSTRACT

Papillary carcinomas are the most common tumors of the thyroid, corresponding to
80% of all tumors that affect the gland. In such tumors, a common mutation at the
BRAF gene has been detected, comprising a nucleotide transversion, T1799A, at the
exon 15 of gene. This mutation has been identified in about 50 % of the thyroid
papillary carcinomas (TPC). Clinical and experimental studies have demonstrated
important associations between BRAF mutations and different TPC clinical factors
related to tumor progression, invasion and recurrence. The objective of this study
was to analise BRAF protein expression, by using immunohistochemistry, and V600OE
BRAF mutations in a group of patients with thyroid papillary carcinoma. BRAF protein
expression and V600E BRAF mutations were compared to TPC clinical and
pathological aspects. The study group comprised 116 TPC patients that were
selected at the Pathology Department of Hospital Araujo Jorge, in Goiania. BRAF
immunohistochemical analysis employed a labeled polymer peroxidase method and
primary BRAF monoclonal antibody (clone F-7), Santa Cruz Biotechnology Inc. BRAF
V600E molecular analysis was carried by PCR (Polimerase Chain Reaction)
associated to RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). Statistical analysis
was performed by using univariate analysis (Chi-square test with Yates correction,
and Fischer). Our results indicated that BRAF overexpression was detected in 54
TPC cases (46.0%), while BRAF V600E mutation was detected in 74 TPC cases
(63.8%). Significant associations were detected between BRAF overexpression with
distant metastasis (p=0.001) and tumor extrathyroidal extensions (p=0.0183). BRAF
V600E mutations were significantly associated with lymph nodes methastasis
(p=0.0385) and BRAF protein overexpression (p=0.0063).

Keywords: BRAF; V600E mutation; BRAF-protein; thyroid papillary carcinoma
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1. INTRODUGAO

A glandula tiredide é um importante 6rgao especializado na fungédo endocrina
do corpo humano. Sua funcgéo é sintetizar uma quantidade suficiente de horménios
tireoideanos, a tetraiodotironina (T4), seu principal produto secretério e a
trilodotironina (T3), produzida principalmente a partir da converséo periférica de T4
(Meyer et al, 2007). Os horménios tireoideanos promovem crescimento e
desenvolvimento fisiolégico e regulam varias fungdes do organismo, como a
producdo de energia e calor. Além disso, as células parafoliculares da tiredide
secretam calcitonina, substancia importante na fisiologia do calcio. Os hormdnios da
tiredide sédo peculiares porque contém 59 a 65% do oligoelemento iodo (Willians et
al, 1998).

A glandula tiredide é formada por dois lobos laterais ligados por um istmo e
pesa cerca de 20g. Os lobos sdo constituidos por foliculos, delimitados por uma
camada unica de células epiteliais, cuja luz € preenchida por material coloide. Esta
localizada na regido anterior do pescoco e apresenta como funcdo, regular
praticamente todo o metabolismo do corpo humano. Existem iniumeras doencgas que
podem acometer a tiredide e aproximadamente 5% da populagédo apresentam algum

tipo de sintoma (Harrison 2002).

O céancer de tiredide é a neoplasia enddcrina maligna mais frequente (Weber
et al, 2005; Salvatore et al, 2006, Sipos et al, 2010) e compreende cerca de 1% de
todos os canceres humanos. Os carcinomas de tiredide sao classificados de acordo
com parametros histolégicos e clinicos. Podem apresentar-se como tumores bem-
diferenciados (carcinomas papiliferos, carcinomas foliculares), indiferenciados
(anaplasicos) e medulares. Os carcinomas papiliferos da tiredide (CPT) sdo os mais
comuns e representam cerca de 80% dos casos (Meyer et al, 2007, Gheriani et al,
2006).

A mutacdo V600E do gene BRAF, comumente estudada nos CPT, resulta em
ganho de fungéo e ativagéo constitutiva da via MAPK (kinase ativada por mitdégeno).
Acredita-se que a hiperexpressdo de BRAF também possa resultar em hiperativacao

da via MAPK (Feng et al, 2011). Estudos de expressdo génica do BRAF podem
13



fornecer informagbes acerca do envolvimento desse gene na patogénese dos
tumores papiliferos de tiredide (Nikiforov et al, 2011). A identificacdo de fatores
prognosticos mais precisos para os carcinomas papiliferos de tiredide, com a
avaliacdo da expressao da proteina BRAF por imuno-histoquimica e da Mutacéo
V600E do gene BRAF podem possibilitar aos pacientes novas condutas diagnéticas

e terapéuticas (Brose et al, 2010).

1.1 Histéria Natural do Cancer da Tireodide

A prevaléncia de nddulos tireoideanos clinicamente palpaveis, que
constituem, na maioria dos casos, a forma de apresentacdo inicial do cancer de
tiredide, é de 2—7% na populagdo normal adulta (Salvatore et al, 2004; Quiros et al,
2005; Weber et al, 2005). Com o uso da ultrassonografia e de outras técnicas
sensiveis de imagem, chega-se a detectar nddulos palpaveis e nao-palpaveis em
50% dessa mesma populagdo, mas apenas 5-10% do total dos nédulos encontrados

sao malignos (Coeli et al, 2005).

Até alguns anos atras, além da anamnese, do exame clinico incluindo a
palpacdo e dos exames laboratoriais, era obrigatéria na semiologia do nddulo
tireoideano a chamada cintilografia, que consta da administracdo de iodo radioativo,
seguida pelo mapeamento da tiredide, que é marcada pela retengao do radioisétopo
em suas células foliculares. De acordo com a quantidade de sinais radioativos
emitidos, o nédulo é referido como quente, quando a quantidade de marcador é
maior do que aquela presente no restante da glandula, morno para quantidades
iguais e frio quando ha menos marcador no ndédulo do que no restante do
parénquima. Tumores malignos sdo encontrados em 5% dos pacientes com nodulos
quentes, em 9% dos noédulos mornos e em cerca de 15% dos nddulos frios. Por este
motivo, todos os pacientes portadores de nddulo frio eram encaminhados a cirurgia
para diagnéstico definitivo através do estudo anatomopatolégico. Em alta
porcentagem destes pacientes, no entanto, o estudo histoldgico das tireoidectomias

evidenciava lesdes totalmente benignas (Meier et al, 2001).
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Em geral para a tiredide desenvolver sua atividade fisioldgica, exige uma
dosagem minima de iodo para seu consumo: aproximadamente 200
microgramas/dia (Harrison 2002). A necessidade de iodo para o ser humano
depende de algumas variaveis: idade, sexo, estado gestacional ou periodo de
lactagao, calor e umidade regional, além de habitos individuais de adigdo de sal ao
alimento. No Brasil, até o inicio da década de 80, o iodo ndo era adicionado ao sal,
mas a partir de 1982, toda a populacéo brasileira recebe uma quantidade minima de
iodo no sal por conta de avancos na legislagdo. A lei 6.150 de dez/1974
responsabilizava o beneficiador do sal pela iodatacédo e, em 1983, o subsidio e o
controle do sal de consumo humano passaram a ser de obrigatoriedade do
Ministério da Saude, regulamentado somente em 16/03/95 pela lei 9.005.
Posteriormente, a Portaria 218 de 24/03/99 estabeleceu o teor de iodo no sal para
consumo humano, 40 a 100 miligramas de iodo por quilograma do produto, 1 g de
sal possui 25 mcg de iodo (Clerici, 2004). Existem evidéncias experimentais, clinicas
e, sobretudo epidemioldgicas, de que a ingestdo de iodo esteja relacionada a

incidéncia desses tumores (Knobel et al, 2007).

Os nodulos tiredideos podem fazer parte de doencas benignas como o bdcio
coldide adenomatoso e as tireoidites, assim como de doengas neoplasicas. O
grande dilema do clinico é diferenciar os nédulos benignos dos malignos e

selecionar os pacientes que devem ser encaminhados para tratamento cirurgico.

O CPT classico é um tumor bem-diferenciado e associado a um bom
prognéstico, sendo facilmente curavel com cirurgia e tratamentos médicos
convencionais. Porém, alguns fatores como idade avangada, género masculino,
maior tamanho do tumor, auséncia de capsula tumoral, extensao extra-tireoideana,
metastases linfonodais e metastases a distancia estao associados a uma evolucéo
mais agressiva da neoplasia (Lee et al, 2007; Basolo et al, 2010). Um padréo de
crescimento infiltrativo, multicéntrico e com disseminagéo regional para linfonodos é
frequentemente encontrado, mas n&o altera o bom progndstico atribuido ao CPT. A
multifocalidade ocorre em 25-65% dos casos e embora seja atribuida
tradicionalmente as metastases intraparenquimatosas, sabe-se que pode também
originar-se a partir de precursores independentes. A recorréncia em linfonodos locais

no pescoco esta presente em 30-66% dos pacientes, enquanto a metastase a
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distancia é encontrada em 5-10%, principalmente em pulmao e ossos (Basolo et al,
2010).

Os sintomas potencialmente indicativos de paralisia das cordas vocais,
incluindo rouquidédo, disfagia e odinofagia s&o especialmente importantes no
diagnoéstico dos CPT. Além disso, 0 médico pergunta ao paciente sobre tosse, falta
de ar, estridor, ou hemoptise, que podem sugerir invasao traqueal por um carcinoma
da tiredide. A perda de peso significativa ou desconforto sistémico, bem como
qualquer doencga anterior da tiredide, também sio sintomas discutidos durante o

processo de levantamento da histéria da doenca (Slough et al, 2006).

Na infancia, a exposigao a radiagéo ionizante na regiao de cabeca e pescogo
permanece como o unico fator exdgeno claramente associado com o aparecimento
de tumores benignos e malignos da tiredide, quase exclusivamente tumores
papiliferos (CPT) (Gimm 2001; Coeli et al, 2005). A radiagdo ionizante externa com
fins diagndsticos ou terapéuticos, particularmente durante a infancia ou
adolescéncia, para condigdes benignas de cabecga e pescogo, esta associada a um
risco aumentado de desenvolvimento do cancer de tiredide (Bucci et al, 2001, Reis
et al, 2008). Entre as décadas de 1920 e 1950, antes dos médicos saberem o perigo
dos raios X, a radioterapia foi frequentemente utilizada no tratamento de adendides,
hipertrofia de amigdalas, adenite cervical, mastoidite, sinusite, hemangioma, tinea
capitis e acne. Observou-se, entao, forte relacdo entre o desenvolvimento do cancer
de tiredide e histéria de irradiacdo de cabecga e pescoco, com periodo de laténcia de
cinco anos ou mais. A radiacao ionizante é o unico fator reconhecidamente causador
de carcinoma diferenciado de tiredide, mas é possivel que a exposicao transitoria a

outros fatores fisicos também seja carcinogénica.

E interessante observar que as moléstias da tiredide sdo muito mais
frequentes nas mulheres do que nos homens. E possivel que fatores hormonais
expliquem tal predominédncia feminina ja que antes da puberdade e apds a
menopausa, a incidéncia destes tumores tende a se aproximar da do sexo
masculino (Coeli et al, 2005; Ward et al, 2007).
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1.2 Epidemiologia do céancer da tiredide

Aumentos significativos da incidéncia de carcinomas da tiredide tém sido
registrados em todo o mundo. Este tipo de cancer representa cerca de 1% de todos
0s canceres humanos e apresenta heterogeneidade em termos histoldgicos, na
apresentacao clinica e prognostico (Puxeddu et al, 2004). As taxas de incidéncia
ajustadas por idade variam consideravelmente entre populagcdes de diversas
localizagbes geograficas ao redor do mundo, em sua maioria situando-se entre 0,5-
10/100.000. Em algumas localidades, porém, altas taxas de incidéncia tém sido
encontradas, como na Islandia, Havai e lIsrael (8,5- 19,4/ 100.000)( Kondo et al,
2006).

Entre os géneros observa-se uma variacao de incidéncia, de 2-4 vezes mais
alta em mulheres jovens (25-50 anos), englobando 70% dos casos e sendo um dos
cinco tipos de cancer mais comuns nesse grupo (SaKoda et al, 2002, Reis et al,
2008, Giusti et al, 2010). Entretanto, essa incidéncia decresce ap6s a menopausa,
provavelmente pelo envolvimento de fatores hormonais (Ward et al, 2008). Apesar
de ser considerada uma doenca relativamente rara, o cancer de tiredide € uma das
poucas doencas malignas cuja incidéncia tem aumentado nas ultimas décadas,
principalmente nos paises desenvolvidos, sem que haja uma causa claramente
conhecida para este aumento (Zabel et al, 2006). Tal fato pode ser o reflexo de um
aumento de riscos ambientais e/ou de eficiéncia diagndstica para esses tumores,
que passam a ser detectados mais precocemente (Smailyte et al, 2006). Esta ultima
hipétese tem sido a mais aceita, uma vez que ao diagnostico tem-se verificado uma
diminuigdo do tamanho dos tumores detectados e uma prevaléncia maior de tipos

histolégicos menos agressivos (Trimboli et al, 2006).

Apesar do crescimento na taxa de incidéncia do cancer de tiredide,
principalmente em mulheres, as taxas de mortalidade permanecem baixas e tém
sofrido uma diminuicdo nos ultimos anos (Trimboli et al, 2006), ndo estando
incluidas entre as maiores taxas de mortalidade por cancer, em ambos os géneros.
O projeto GLOBOCAN estimou, para o ano de 2002, taxas de mortalidade ajustadas

por idade no sexo feminino de 0,5/100.000 nas regides mais desenvolvidas e de
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0,8/100.000 nas regides menos desenvolvidas. A estimativa da taxa de mortalidade
na populacdo masculina foi a mesma nas duas regides, sendo igual a 0,4/100.000
(Coeli et al, 2005).

O projeto GLOBOCAN estimou para o ano de 2002 a ocorréncia de 141.013
casos novos de cancer de tiredide no mundo e de 35.575 Obitos por essa causa.
Estes numeros correspondem a estimativa da taxa de incidéncia do cancer de
tiredide ajustada para idade, em mulheres de 5,5/100.000 nas regides desenvolvidas
(América do Norte e Europa) e de 2,6/100.000 nas regides menos desenvolvidas
(Africa e América do Sul). Para os homens, as estimativas foram de 2,1/100.000 e
de 1,0/100.000 (Coeli et al, 2005) em regides desenvolvidas e menos desenvolvidas,
respectivamente. De acordo com essas estimativas, a taxa de incidéncia do cancer
de tiredide, ajustada por idade, por género e localizagado global encontra-se mais alta

na América do Norte e apresenta-se baixa em todas as partes da Africa.

Nos Estados Unidos, estimou-se que 37.200 pessoas (10.000 homens e
27.200 mulheres), foram diagnosticadas com cancer de tireéide em 2009 (Tang et al,
2010). O cancer diferenciado da tiredide ocupa atualmente, nos Estados Unidos, a
oitava posicao entre as neoplasias mais frequentes na mulher. Este aumento atingiu
niveis de 6,3% ao ano entre 1997 e 2003 [Surveillance, Epidemiology, End Results
Program (SEER)- dados disponiveis no site da American Cancer Society]. Registros
nacionais de cancer (Instituto Nacional do Cancer-INCA), dados dos registros de
base populacional e publicacbes brasileiras confirmam o aumento destas
neoplasias, particularmente entre as mulheres. Embora, a semelhanga do registrado

em todo mundo, também no Brasil a mortalidade esta diminuindo (Coeli et al, 2005).

Deve-se considerar o fato de que a incidéncia do cancer de tiredide no Brasil
nao é desprezivel e tem crescido, seguindo uma tendéncia de elevagao reconhecida
em varias partes do mundo e tem se mantido nas ultimas décadas, principalmente
nos paises desenvolvidos (Ward 2007). No Brasil, o cancer de tiredide correspondeu
a 1,3% de todos os casos de cancer registrados no Instituto Nacional do Céancer
(Ministério da Saude-INCA) de 1994 a 1998, e a 6,4% de todos os canceres da
cabeca e pescogo, nesse mesmo periodo (MS/INCA, 2006). Alguns locais
apresentam valores que se aproximam aos verificados no projeto GLOBOCAN para

as regides desenvolvidas (Sado Paulo, Goiania, Distrito Federal), enquanto outros
18



apresentam valores que se aproximam daqueles verificados para regides menos
desenvolvidas (Belém, Recife, Salvador e Porto Alegre). Ao se observar, nos ultimos
anos, as taxas de incidéncia ajustadas por idade, em homens, observa-se uma
variagao de 0,7/100.000 em Belém até 3,0/100.000 em Sao Paulo (razdo = 4,3).
Essas cidades também apresentaram, respectivamente, as mais baixas
(0,8/100.000) e as mais altas (10,9/100.000) taxas de incidéncia ajustadas por idade

entre as mulheres (Coeli et al, 2005) .

No Brasil, as tendéncias de queda de mortalidade e de aumento de incidéncia
do cancer de tiredide nas ultimas décadas, a exemplo do que se verifica em todo
mundo, sao provavelmente explicadas pela maior disponibilidade e avangos
tecnologicos de recursos médicos, representados principalmente pela ampla
utilizacdo de exames ultrassonograficos e citologias em material obtido de nédulos
tireoideanos por puncdo aspirativa com agulha fina (PAAF). Tais recursos
possibilitam um aumento da capacidade de triagem e detecgdo mais precoce de
tumores menos agressivos, monitoramento mais eficaz de condi¢bes tireoidianas
benignas e malignas, com maior chance de tratamento rapido das recidivas e
metastases, o0 que resulta em um aumento da sobrevida dos pacientes (Coeli et al,
2005; Ward 2005). Outros fatores como influéncias ambientais e alteracdes
moleculares devem ser levados em conta para explicar também o aumento da

incidéncia destes tumores (Xing, 2010).

Em Goiania, as maiores taxas sao registradas para as mulheres, com uma
incidéncia bruta que variou de 7,28, no ano 2000 para 10,50, em 2005 (Coeli et al,
2005). As causas desse aumento sdo discutiveis, mas em parte podem ser
atribuidas a melhor disponibilidade dos servigos médicos, bem como ao uso rotineiro
da ultrassonografia nos consultérios, aliada a difusdo da pung¢do aspirativa por
agulha fina (PAAF) dos nodulos encontrados, mesmo que pequenos (Kent et al,
2007). Possiveis associagbes entre o aumento da incidéncia e fatores como
exposicdo as radiacbes ionizantes e habitos alimentares também vem sendo

investigadas.

Como ja mencionado, as taxas de mortalidade no Brasil vém diminuindo ao
longo dos anos e também sdo comparaveis as taxas de outros paises. Verificam-se

valores mais elevados para as mulheres em relacdo aos homens, e um crescimento
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a partir da faixa etaria de 30 a 39 anos no periodo compreendido entre 1980 e 2001.
Observa-se também que ha uma grande variabilidade para as taxas de mortalidade
ajustadas para a idade entre as localidades que apresentam Registro de Cancer de
Base Populacional (RCBP) avaliadas. Os maiores valores no grupo dos homens sao
observados em Recife (0,68/100.000 habitantes), enquanto Goiania apresentou a
maior taxa de mortalidade ajustada por idade no grupo das mulheres (1,06/100.000
habitantes) (Coeli et al, 2005).

E de grande importancia a insergdo dos dados brasileiros de incidéncia e de
mortalidade na epidemiologia mundial do céncer de tiredide, assim como a
investigacao de possiveis causas, permitindo comparagdes com outras nagdes e
sugerindo acgdes estratégicas para o0 nosso pais. Poucos estudos tém sido
publicados sobre a epidemiologia do cancer de tiredide em relacdo a populagao
brasileira. Grandes limitagdes nacionais existem, ao ponto de apenas os registros de
Sao Paulo e de Goiania preencherem os critérios minimos para serem considerados

de cobertura adequada para os casos de cancer (Coeli et al, 2005).

1.3 Fatores de risco para o desenvolvimento dos CPT

Os fatores de risco para o cancer de tireéide podem ser de natureza bioldgica,
podem estar relacionados ao ambiente ou podem ter um carater genético. A
influéncia da ingestdo de alimentos bociogénicos (couve, repolho, brocolis etc.)
sobre o carcinoma diferenciado da tiredide é controversa, mas dados recentes
mostram relagédo entre a incidéncia desses tumores e o indice de massa corporal
(Renehan et al, 2008). Entre outros fatores que podem estar ligados a esta relagao,
estdo varias citocinas relacionadas a resposta inflamatdria induzida pela obesidade,

o estresse oxidativo e as alteragdes imunologicas.

A radiacdo ionizante é o Uunico fator reconhecidamente causador de
carcinoma diferenciado da tiredide, mas é possivel que a exposi¢do a voltagem
transitoria e a outros fatores fisicos também sejam carcinogénicas (Milham et al,
2008). A exposigao a radiagao em adultos (acima de vinte anos) também predispde
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ao cancer de tiredide, havendo um maior periodo de laténcia entre a exposicao e o
desenvolvimento do cancer, em relacdo ao periodo observado para as criancas e
adolescentes. Porém, os riscos decorrentes da exposicdo de adultos ainda nao
estdo bem estabelecidos (Zabel et al, 2006). O acidente ocorrido em Chernobyl, em
1986, provocou o aparecimento de CPT em mais de quatro mil criancas e
adolescentes superexpostos a radiagdo. Nestes pacientes, o tempo mais curto
decorrido entre a exposigdo e o diagnostico foi de 4 anos, porém o risco de
desenvolver a doenga permanece elevado por 40 anos ou mais (Demidchik et al,
2007).

Outros exemplos onde obeservou-se o aumento da taxa de incidéncia do CPT
em eventos de poluicdo ambiental com exposicdo da populacdo a radiagdo de
particulas nucleares, incluem os episddios das bombas atdmicas de Hiroshima e
Nagasaki no Japao (1945) e nos testes nucleares realizados nas llhas Marshall
(1954) e em Nevada nos Estados Unidos (1951-1962). Em regides altamente
contaminadas pelo acidente de Chernobyl, onde a exposicdo ao iodo radioativo
corresponde principalmente ao isétopo 1131, verificou-se cem a duzentas vezes
aumentada a taxa de incidéncia do carcinoma papilifero, principalmente em criancas
(Huang et al, 2001); e constatou-se uma forte relagcado dose-resposta entre a dose de
radiacdo recebida na infancia e o risco de desenvolver cancer de tiredide (Tronko et
al, 2006).

Ainda ndo esta claramente elucidado se a maior incidéncia ocorre em
criangas porque sua tiredide € mais susceptivel aos danos causados pela radiagéo
ou porque a exposig¢ao das criancas a radiacao foi maior devido ao maior consumo
do leite contaminado no evento radioativo ou ainda se ambas as hipdteses
colaboram entre si (Tronko et al, 2006). Evidéncias experimentais in vivo e in vitro
mostram que a radiagao ionizante transforma principalmente foliculos tireoideanos
em crescimento, explicando a maior incidéncia do cancer de tiredide em criangas e

jovens expostos a radiagao, em relagao a populagéo adulta (Ward, 2005).

Em regides com deficiéncia grave de iodo, foi demonstrado por varios artigos
cientificos que a sua suplementacéao pelo uso de sal iodado foi acompanhada, de um

lado, por uma redugdo na prevaléncia do Carcinoma folicular da tiredide (CFT), de
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outro, por um aumento estatisticamente significativo na prevaléncia do CPT (Ward
et al, 2008).

O tratamento com iodo radioativo (1311), utilizado no hipertireoidismo, nao
esta claramente associado com o aumento da incidéncia do cancer de tiredide e, por
outro lado, pode até mesmo erradicar pequenos carcinomas ocultos, considerando-
se a alta dose de radiagao liberada na glandula. Alguns estudos tém sido realizados
com o intuito de elucidar essa questdo, mas os resultados tém se mostrado

contrastantes entre as séries de casos analisados (Peixoto et al, 2003).

E interessante perceber que tanto a deficiéncia de iodo quanto a
suplementacao deste parecem modificar o risco oferecido pelo 1131, o que pode ter
importantes implicagbes de saude publica. A suplementagao estavel em populagdes
deficientes de iodo pode reduzir substancialmente o risco do cancer de tiredide
relacionado ao iodo radioativo em caso de exposicdo a este apds acidentes
radioativos ou durante procedimentos terapéuticos ou de diagnostico (Cardis et al,
2005).

Descendentes de pacientes portadores de CPT mostram aumento de
incidéncia de 5 a 9 vezes, em relagao ao restante da populagao (Hemminki et al,
2005). O CPT hereditario corresponde aproximadamente a 5% do total de casos,
distribuidos em dois grupos de pacientes, aqueles que apresentam associagao de
CPT com neoplasias multiplas e aqueles com pouco ou nenhum risco de

desenvolver outras neoplasias.

A exposicao da tiredide aos fatores etiologicos do CPT provoca instabilidade
cromossOmica, predispondo a célula folicular as mutacbes que constituem as
alteragcbes genéticas precoces ou eventos de iniciagdo. Posteriormente, sobrevém
as alteragcbes genéticas tardias. A exposi¢cdo a radiagdo ionizante na regido da
cabeca e pescogo, a histéria pessoal de bocio ou nodulos tireoideanos benignos, a
histéria familiar de doencga tireoideana, além de pertencer ao sexo feminino e estar
em idade reprodutiva, sao fatores identificados como positivamente associados ao
cancer de tiredide, enquanto outros ainda estdo sob investigacdo (Smailyte et al,
2006; Zabel et al, 2006).
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A presenca de bdécio, que se caracteriza por hipertrofia e hiperplasia da célula
tireoideana, tem sido relatada como um fator de risco para o carcinoma papilifero,

assim como a presenga de nédulos tireoideanos (Hemminki et al, 2005).

A maioria dos canceres de tiredide manifesta-se nos pacientes em idade
reprodutiva, com 20-50 anos de idade, tendo sua incidéncia diminuida apds a
menopausa, € sao cerca de trés vezes mais frequentes em mulheres do que em
homens (Ward, 2008).

1.4 Classificagao Histologica dos CPT

Os tipos histolégicos mais comuns dos carcinomas da tiredide incluem os
carcinomas papiliferos, os foliculares, os indiferenciados (anaplasicos) e os
medulares. Os tumores malignos bem-diferenciados da tiredide incluem o Carcinoma
Folicular da Tiredide (CFT) e o Carcinoma Papilifero da Tiredide (CPT), além de
suas variantes histologicas. Juntos, esses tumores representam mais de 95% dos
tumores malignos da tiredide (Smailyte et al, 2006). Manifestam-se, em sua maioria,
em pacientes de 20-50 anos de idade e sado de 2-4 vezes mais frequentes em
mulheres. Os carcinomas bem-diferenciados da tiredide, em sua maioria,
comportam-se de maneira indolente, apresentando crescimento e evolucao lentos e
excelente prognodstico. Sua taxa de sobrevivéncia para o periodo de 10 anos
ultrapassa 90%, podendo ser efetivamente controlados por tratamento convencional
de resecgao cirurgica seguida ou ndo de ablagdo com iodo radioativo (Tang et al,
2010).

A manutengao de varias caracteristicas morfolégicas e de fungdes, que sao
normalmente encontradas na célula folicular € observada nos CPT, como a
expressao de tireoglobulina e da proteina NIS (natrium iodide symporter - “proteina
trocadora de iodeto e s6dio”). A expressao normal dessa proteina transportadora de
iodeto de sédio &€ que torna eficaz o tratamento ablativo de remanescentes
tireoideanos e de metastases com 1131, permitindo a remissdao permanente na
maioria dos pacientes e em quase 50% daqueles com metastases a distancia.
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Entretanto, em cerca de 30% dos pacientes ocorre desdiferenciacdo do tecido
tumoral, ou seja, perda de fungdes e propriedades especificas da célula folicular,
incluindo a perda da expressdo adequada de proteinas (Huang et al, 2001, Ward et
al, 2007). Nesse caso, o prognostico piora bastante e os tumores passam a ser
indiferenciados ou anaplasicos, com rapido crescimento, e tornam-se inacessiveis a

terapia convencional em fungéao da nao captagao de 1131 (Graf, 2005).

Inicialmente, o diagndstico histolégico do CPT foi baseado apenas na
presenga do padrdo classico de arquitetura papilifera, com projecdes papilares
formadas de pediculos fibrovasculares recobertos por epitélio; mas atualmente
considera-se principalmente alguns aspectos morfolégicos nucleares caracteristicos,
que podem coexistir com estruturas foliculares e papiliferas. Dentre esses aspectos,
pode-se citar o aumento do nucleo, irregularidades do contorno nuclear, com sulcos
longitudinais, cromatina com aspecto hialino e a presengca de pseudoinclusdes
(invaginagbes  citoplasmaticas). Além dessas caracteristicas nucleares,
microscopicamente também ¢é comum observar a presenga de corpos
psamomatosos (laminas de material calcario que representam necrose de células

tumorais com calcificagao), infiltrado linfoide e fibrose (Adeniran et al, 2006).

Muitas variantes histolégicas do CPT tém sido reconhecidas, cada uma com
comportamento e padrbes proliferativos préprios. Embora ndo apresentada a
arquitetura papilifera classica, mantém os aspectos citoldégicos caracteristicos do
CPT. Algumas apresentam prognostico mais agressivo em relagédo ao CPT classico,
enquanto outras possuem prognéstico melhor ou semelhante a este (Liska et al,
2005).

Os microcarcinomas papiliferos, também conhecidos como carcinomas
ocultos, caracterizam-se por apresentar 1 cm ou menos de diametro.
Frequentemente, sdo multifocais e costumam ser achados incidentalmente, sendo
possivel viver com esses carcinomas e morrer de outras causas, sem que se
manifestem clinicamente. Sao considerados de baixa significancia clinica, desde que
nao apresentem extengado extra-tireoideana, onde se faz necessario um tratamento

mais agressivo (Pacini et al, 2006).

24



A variante folicular do CPT (CPTVF) é a mais frequente, depois do CPT
classico. Foi primeiramente descrita por Lindsay em 1953 (Basilio-de-Oliveira, 1990)
e apresenta-se como um tumor composto predominantemente ou exclusivamente de
foliculos com células de aspecto nuclear caracteristico do CPT. Em sua maioria,
apresentam comportamento clinico similar ao CPT classico, ou seja, com bom
prognostico. Pode-se dizer que o diagndstico diferencial dessa variante nao é dificil
em relacado as outras variantes do CPT; porém, o mesmo nao se aplica em relacao
as outras neoplasias com padrao proliferativo folicular. Mais de 15% dos CPTVF
podem apresentar invasdo capsular e vascular, dificultando no diagndstico
diferencial do carcinoma folicular da tiredide (CFT), que também apresenta tais
caracteristicas. Ja os CPTVF, que nao apresentam invasao capsular e vascular,
precisam ser diferenciados dos adenomas foliculares (Liska et al, 2005).

Outro fator que dificulta o diagnéstico dos CPTVF é o fato de co-existirem
junto com o bocio multinodular, fazendo com que muitas vezes sejam confundidos
com noédulos adenomatdides. A observagao cuidadosa das caracteristicas nucleares
préprias do CPT € a unica maneira segura de fazer esses diagndésticos diferenciais,
em termos histoldgicos. Porém, em alguns casos os aspectos nucleares encontram-
se apenas focalmente distribuidos no tumor, tornando o diagndstico controverso,
podendo ser considerados desde microfocos de CPT crescendo em um nddulo

benigno até um nédulo maligno de CPTVF (Baloch et al, 2007).

Embora o CPTVF normalmente se apresente encapsulado, pode ocorrer
também como uma rara variante, a variante folicular difusa. Esta variante difusa nao-
encapsulada ocorre principalmente em mulheres jovens e acomete toda a tiredide.
Esta associada com invasao vascular, extensdo extratireoideana e metastase a
distancia, principalmente para ossos e pulméao (Baloch et al, 2007). A variante de
células altas representa cerca de 5-10% dos casos de CPT. E composta de células
com altura maior que o dobro da largura em mais de 30% do tumor. Esses tumores
costumam ser maiores ao diagndstico e, sobretudo em pacientes com mais de 50
anos, apresentam mais facilmente invasédo extra-tireoideana e invasao vascular do
que o CPT classico, assim como metastases a distancia para ossos e pulmao,

apresentando também maior taxa de mortalidade (Basolo et al, 2002).
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A variante encapsulada do CPT possui capsula fibrosa bem demarcada que
separa o tumor do tecido normal adjacente. E comum ocorrer a infiltragdo capsular,
mas nao se observa invasado vascular. Macroscopicamente se assemelha a um
adenoma folicular, porém ao microscopio observam-se as caracteristicas histo-
citolégicas tipicas do CPT, além dos corpos psamomatosos. Dentre as variantes
consideradas mais agressivas inclui-se a variante esclerosante difusa. Essa € uma
variante rara, representando apenas cerca de 1,8% dos casos de CPT,
preponderante em pacientes mais jovens do sexo feminino, com comprometimento
difuso de um ou ambos os lobos da tiredide através de disseminacao linfatica
intraglandular. Tem morfologia caracteristica e observa-se o exagero dos diferentes
componentes estruturais do CPT, além de apresentar infiltracdo linféide, fibrose
extensa e muitos corpos psamomatosos. A incidéncia significativa de metastases em
linfonodos regionais e pulmonares demonstra grande capacidade de disseminagao

dessa variante, exigindo conduta terapéutica mais agressiva (Sheu et al, 2007).

1.5 Fatores Prognésticos para o CPT

Varios autores buscam identificar fatores de progndstico que possam dividir
os pacientes com carcinomas diferenciados da tiredide em individuos de baixo-risco
e de alto-risco, na tentativa de otimizar a abordagem cirurgica e o seguimento destes
pacientes. Aliada aos fatores de risco, principalmente a idade do paciente e as
caracteristicas anatomopatoldgicas do tumor, foi elaborada uma série de sistemas
de estadiamento e classificagdes. Exemplos de tais classificacbes e de seu impacto
na conduta cirurgica incluem o AGES (Age, Grade, Extracapsular spread, and Size)
e o AMES (Age, Metastasis, Extracapsular tumor, and Size), sistemas de
estadiamento baseados, principalmente, na idade do paciente e nas caracteristicas

anatomopatologicas (Hadjieva, 2001).

Dados do programa de Vvigilancia epidemiolégica norte-americana
(Surveillance Epidemiology and End Results program — SEER) e da base norte-
americana de dados em cancer (National Cancer Data Base — NCDB) ilustram a
importancia da idade sobre os indices de sobrevida, mostrando sobrevidas de 95% a

100% em cinco anos para pacientes abaixo dos 45 anos de idade, em estadio |-l
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(Hundahl et al, 2000). Pacientes com menos de 20 anos de idade tém 99% de
sobrevida em 10 anos, em contraste com os pacientes com mais de 70 anos, que
possuem 86% e 70% de chance de estarem vivos, para os CPT e CFT,
respectivamente. O NCDB mostra que a influéncia da idade é ainda mais importante
para os pacientes de 60 a 69 anos de idade, com queda de sobrevida para 65% e
57% em 10 anos para o CPT e CFT, respectivamente (Hundahl et al, 2000). Dados
brasileiros corroboram que a idade é fator preditivo importante de prognéstico (Ward
et al, 2004). Com relagdo ao género, os homens tém metade da frequéncia de
carcinomas diferenciados da tiredide em relacdo as mulheres, porém, o dobro do

risco de morrer por ele (Mazzaferri et al, 2001).

O impacto do acometimento ganglionar na evolugao dos pacientes com CDT
ainda é controverso na literatura. Investigar e retirar todos os ganglios suspeitos de
infiltracdo tumoral, seguramente n&o afeta os resultados, que mostram que o
envolvimento ganglionar nao influi no progndéstico dos pacientes (Souza et al, 2004).
Entretanto, a dissecagcdo compartimental central bilateral ou a dissecac&o radical
lateral modificada do pescoco sao recomendadas sempre que existe envolvimento
nodal de pacientes de alto risco (NCCN - Thyroid carcinoma practice guidelines).
Linfonodos cervicais, sdo os locais mais frequentes de metastases do CPT e sao
encontrados em 50% a 80% dos casos, sobretudo no compartimento central
(paratraqueal) (Wada et al, 2003). E pratica comum entre os cirurgides retirar
linfonodos suspeitos de acometimento tumoral, mesmo em pacientes com moderado
ou baixo risco. Entretanto, o impacto que tal remocao tem no tempo livre de doenca
e na sobrevida destes pacientes & controverso (Ohshima et al, 2002). Grandes
séries mostram que o acometimento nodal, especialmente quando bilateral e
envolvendo o mediastino, € um fator independente de recorréncia e a disseccgao
sistematica de linfonodos melhora significativamente os indices de recorréncia e
sobrevida em pacientes com tumores T1-T3, embora tal conclusdo possa nao ser
aplicavel a pacientes de moderado ou baixo risco, nem haja consenso quanto a sua

utilidade em termos de diminuicdo de mortalidade, (Ohshima et al, 2002).

Por outro lado, a literatura € unénime em relagcdo ao mau prognostico de
pacientes com metastases a distancia, que aparecem em 5% a 23% das grandes
séries (Hundanhl et al, 2000; Ronga et al, 2002; Chow et al, 2002; Ward et al, 2004;
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Mazzaferri et al, 2001; Welker et al, 2003; Boone et al, 2003; Kinder et al, 2003;
Cohen et al, 2003; Schlumberger et al, 2004).

Metastases pulmonares causando insuficiéncia respiratéria, hemorragia
macica e obstru¢do das vias aéreas pelo crescimento tumoral, juntamente com
colapso circulatério decorrente de compressdo de veia cava por metastases
mediastinais ou esternais, sdo as causas imediatas de mortes mais frequentemente
relatadas no CPT (Ronga et al, 2002). E importante salientar que a mortalidade
relacionada as metastases sofre influéncia da idade mais avangada, da presenca de
sintomas decorrentes das metastases, de sua localizagcdo e do seu tratamento com
radioiodo (Hundahl et al, 2000; Ronga et al, 2002; Kinder et al, 2003).

Mesmo os pacientes com metastases ao diagndstico ou que desenvolvem
metastases apos a cirurgia tém uma sobrevida relativamente longa, em torno de
quatro anos, com cerca de um quarto dos pacientes vivos em 10 anos. Isto é
particularmente mais evidente em criangas e adultos jovens (La Quaglia et al, 2000).
Na verdade, é dificil avaliar o impacto de todos os fatores clinicos e patolégicos que,
reconhecidamente, influem na sobrevida livre de doenga (como sexo, tamanho e
extensao do tumor, tipo histoldgico) por causa do diagndstico precoce e excelente

sobrevida da maior parte dos pacientes com CDT (Mazzaferri et al, 2001).

1.6 Patologia Molecular do CPT

O cancer € uma doenca complexa, na qual as células conseguem
controlar/desviar os controles normais de proliferacdao e sobrevivéncia celular por
meio da aquisi¢gdo de uma série de atributos bioldgicos que Ihes permitem multiplicar
autonomamente e disseminar como metastases para todo o organismo. Esses
atributos sado adquiridos a partir de alteragdbes no genoma, representadas por
mutag¢des que envolvem de um lado ganho de fungéo para os proto-oncogenes,
genes responsaveis por proteinas que ativam o ciclo celular e, de outro, perda de
funcdo para os genes supressores de tumor, responsaveis pela inibigdo do ciclo

celular (Hwang et al, 2001).
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Os tumores derivados do epitélio folicular da tiredide representam um modelo
interessante e singular de estudo para a compreensao da patogénese molecular do
cancer, porque englobam um largo espectro de fenétipos com taxas de crescimento,
diferenciagdo e agressividade variaveis, apesar de serem originados de um unico
tipo celular. Alguns fatores ambientais, como a deficiéncia de iodo e as radiagbes
ionizantes parecem influenciar também nos aspectos genotipicos e fenotipicos do
cancer de tiredide, ou seja, a exposicdo a esses fatores ambientais correlacionam
com alteragcbes genéticas e variantes histologicas tumorais especificas (Nikiforov et
al, 2011).

A instabilidade gendémica induzida pela exposigcdo aos diversos fatores de
risco pode resultar em eventos iniciais de transformag¢ao maligna da célula folicular,
que envolvem principalmente proto-oncogenes da via de sinalizacdo de proteinas-
quinase ativadas por mitdgenos (MAPK), incluindo receptores e efetores dessa via
(RET, RAS, BRAF). Rearranjos do gene do receptor de tirosina-quinase RET sé&o
caracteristicamente observados no CPT e suas variantes, enquanto mutag¢des
somaticas ou germinativas nesse gene sdo encontradas no carcinoma das células C
da tiredide, o carcinoma medular. Alteragdes no gene da proteina-quinase BRAF sao
caracteristicamente encontradas no CPT, enquanto mutacées no gene da proteina-
quinase RAS sao mais comuns em lesdes com arquitetura folicular, incluindo o CFT
e a variante folicular do CPT. Entretanto, é discutida a importancia da presenca
dessas mutagbes em tumores benignos como evento inicial na tumorigénese da
tiredide e também sua implicacdo na progressao tumoral, por ocorrerem também em
carcinomas pouco diferenciados e indiferenciados da tiredide (Giusti et al, 2010,
Nikiforov et al, 2011).

A iniciacdo e a progressdao do cancer de tiredide envolvem multiplas
alteragdes genéticas e epigenéticas, levando a mutagdes por meio da ativagdo das
vias de sinalizagdo MAPK e PI3K-AKT. Como ja mencionado, alteragbes genéticas
comuns encontradas no CPT incluem mutagdes pontuais nos genes BRAF (40-
45%), RAS (10-20%), assim como rearranjos cromossémicos RET/PTC (10-20%),
sendo os mais comuns RET/PTC1 e RET/PTC3 (Figura 1). Analises de mutacgdes
em BRAF e dos rearranjos RET/PTC tém se mostrado importantes ferramentas no

diagnéstico das neoplasias tireoideanas (Nikiforova et al, 2009).
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Nos carcinomas bem-diferenciados da tiredide, alteragbes nos genes BRAF,
RET e RAS sao encontradas em aproximadamente 70% dos casos, raramente
ocorrendo simultaneamente no mesmo tumor (Stanojevic, et al 2011). Os
mecanismos de mutagdo parecem estar ligados a fatores etioldgicos especificos,
enquanto os rearranjos cromossémicos tém uma forte associagdo com a exposigcéo
a radiacao ionizante e, possivelmente, com a fragilidade do DNA, enquanto que

mutagdes pontuais, provavelmente surgem como resultado de mutagénese quimica
(Nikiforov et al, 2011).

BRAF
40-45%

RET/PTC
10—20%

RAS
10—20%

FIGURAA1. Alteragdes moleculares no CPT. Adaptado de Expert Reviews of Molecular Diagnostics 8
(1), 83-89 (2008).
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FIGURA 2. Representacdo esquematica mostrando a localizagdo do gene BRAF no cromossomo 7.
Fonte: Genetics Home Reference-site: ghr.nim.nih.gov.
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O gene BRAF (7g34), cujo nome oficial € homélogo B1 do oncogene viral de
sarcoma de murino v-raf, codifica a proteina RAF tipo B. O gene BRAF esta
localizado no braco (q) longo do cromossomo 7 na posicdo 34 (Figura 2). E
composto por 17 introns e 18 exons abrangendo uma regido de 190.284 pb (Figura
3).
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FIGURA 3. Representacdo 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

1.8 A Proteina BRAF
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FIGURA 4. Proteina BRAF. Os numeros dentro das caixas azuis indicam o exon a partir do qual é
traduzida cada parte da proteina. As trés caixas rosas representam as regides conservadas da
proteina (CR1, CR2 e CR3). As barras verdes representam trés dominios distintos: RBD (dominio de
ligacdo RAS), CRD (dominio rico em Cisteina) e KD (dominio Quinase). Uma glicina conservada (G-
loop) no exon 11 é indicada com uma barra vermelha e o segmento de ativagao (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)

A proteina BRAF (Figura 3) apresenta 766 residuos de aminoacidos e peso
molecular de 84.436 daltons, com localizacdo no citoplasma celular. Esta proteina
pertence a familia RAF de serina/treonina-quinases, que sdo enzimas que modulam
a funcao de outras proteinas pela transferéncia de grupamentos fosfato, sendo elas

préprias ativadas por fosforilagao (Pollock et al, 2002). Em mamiferos, existem trés
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isoformas das RAF quinases: A-Raf, predominantemente encontrada em tecidos
urogenitais; B-Raf (BRAF), altamente expressa em neurbnios e testiculos e 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).

A proteina RAF ativada fosforila e ativa a proteina MEK (MAPK/ERK quinase)
em dois residuos de serina no dominio-quinase. A MEK quinase ativada fosforila e
ativa ERK (quinase regulada por sinal extracelular). A proteina ERK ativada tem
muitos substratos no citoplasma, mas pode migrar para o nucleo controlando a
expressao de genes através da ativagao de varios fatores de transcricao que estao
envolvidos na proliferagéao e diferenciagéo celular, como C-MYC e ELK1 (Kolch et al,
2002; Maciel et al, 2005).

As proteinas RAF possuem uma estrutura comum, consistindo de um dominio
regulatério N-terminal e um dominio quinase C-terminal. No dominio regulatério,
encontram-se duas regides homologas conservadas, onde estdo os sitios de ligagao
a proteina RAS e o dominio rico em cisteina (CR1), além do dominio rico em serina
e treonina (CR2). No dominio de quinase encontra-se o segmento de ativacao

(CR3), requerido para a atividade da proteina RAF.

1.9 Via Intracelular da MAPK

Como ja foi mencionado, BRAF & um dos trés membros da familia RAF de
serina/treonina kinases (ARAF, BRAF e CRAF), cujos produtos proteicos sao
efetores da via MAPK: RAF-MEK-ERK (Figura 5). Essa via é critica na transducgéao
de sinais iniciada pelos fatores de crescimento, por horménios e citocinas, estando,
portanto, envolvida na regulacdo da proliferacao celular (Trovisco et al, 2007).
Mutacbes em BRAF facilitam a instabilidade gend6mica, aumentam o poder de
invasao e, por fim, intensificam a desdiferenciacdo tumoral, além de suprimir mais

significativamente a apoptose (Puxeddu et al, 2007).
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FIGURA 5. Via Intracelular da MAPK. BRAF (RAF cinase do tipo B) é a isoforma mais abundante e
potente da familia RAF nas células foliculares da tiredide. BRAF ativada fosforila e ativa duas MEKs
(MEK1 e MEK2) e estas por sua vez fosforilam as duas ERKs subsequentes. As ERKs 1 e 2 ou MAP
cinases fosforilam proteinas, causando vaérias alteragdes na expresséo de varios genes, envolvidos
na proliferacdo, apoptose e carcinogénese. Fonte: Medscape. The Skin Cancer Foundation, 2011

A via de sinalizagdo RAS—-RAF-MEK-ERK ¢é considerada uma via altamente
conservada em eucariotos (Melillo et al, 2005).Varios proto-oncogenes fazem parte
dessa via, que pode ser estimulada por praticamente todos os fatores de
crescimento classicos e esta hiperativa em 30% de todos os tumores humanos,
incluindo os do colon e pulmdo. Essa hiperatividade tem sido associada a
praticamente todos os processos funcionais proprios das células cancerosas,
imortalizagao, proliferacdo independente de fator de crescimento, insensibilidade a
sinais inibitorios de crescimento, habilidade de invasdo e metastase, angiogénese,
evasao da apoptose e até mesmo a resposta alterada a quimioterapicos. O potencial
dessa via na influéncia sobre esses aspectos da célula cancerosa, entretanto, pode
variar, dependendo do tipo de célula ou de tumor, assim como de outras alteracdes

genéticas e do microambiente do tumor (Kolch et al, 2002).

A proteina RAF ¢é recrutada do citoplasma para o sistema de membranas

celulares, onde é ativada em multiplos passos, que envolvem a defosforilagdo de
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sitios inibitorios (que mantém a proteina no estado inativo) pela fosfatase 2A (PP2A),
assim como a fosforilagdo de sitios ativadores pelas quinases PAKS, quinases da
familia Src e outras ainda nao conhecidas. O que se tem é uma cooperagao entre
esses agentes envolvidos na ativacédo da proteina RAF, para ajustar o nivel de
ativacédo apropriado ao estimulo recebido. A proteina RAF ativada fosforila e ativa a
proteina MEK (MAPK/ERK quinase) em 2 residuos de serina no dominio-quinase, e
a MEK quinase ativada fosforila e ativa ERK (quinase regulada por sinal
extracelular). A proteina ERK ativada tem muitos substratos no citoplasma, mas
pode migrar para o nucleo controlando a expresséao de genes através da ativagao de
varios fatores de transcricdo que estdo envolvidos na proliferacdo e diferenciagao
celular, como C-MYC e ELK1 (Kolch et al, 2002, Maciel et al, 2005, Tang et al,
2010).

1.10 Mutacao V600E de BRAF

A mutagdo V600E é a mutagdo mais comumente encontrada no CPT (em
meédia de 45%). Trata-se de uma mutagéo pontual do tipo missense em que ocorre a
transversao da base nitrogenada timina para adenina na posicao 1799 (T1799A),
levando a substituicdo do aminoacido valina pelo acido glutdmico no residuo 600 da
proteina (mutacédo V600E) e representa 90% das mutagdes observadas no exon 15
(Figura 6). Essa mutagéo provoca ativagéo constitutiva da BRAF quinase, ao simular
sua fosforilagao no segmento de ativagao quando um aminoacido neutro (valina) é
substituido por um aminoacido carregado negativamente em posi¢ao adjacente a um
sitio de fosforilacdo de serina. Esta substituicdo causa a ruptura de interacdes
hidrofébicas entre residuos de aminoacidos no local exato de ligagao do ATP que

mantinha a conformacéo inativa (Xing 2005).

A mutagcdo V600E no gene BRAF leva a ativagao constitutiva da proteina
BRAF quinase da via MAPK. Estudos recentes estabeleceram a mutacdo V600E
como um marcador de agressividade da doenga, recorréncia e mau prognéstico nos
tumores. Outras mutagdes no gene BRAF foram descritas nas posi¢coes 598, 599 e
601, mas essas mutagdes sdo muito raras em CPT em comparagao com a mutagao

V600 E . Muitas pesquisas estdo sendo realizadas no sentido de desenvolver uma
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terapia alvo dirigida para tumores com positividade para a mutagcdo V600E,
principalmente onde a terapia convencional n&do fornece resposta satisfatéria
(Asuragen, 2011).
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FIGURA 6. Mecanismo molecular da mutacdo V600E do gene BRAF. Modificado
de Wojciechowska et al, 2006.

As mutagdes pontuais no exon 15 do gene BRAF foram recentemente
consideradas como as alteragbes genéticas mais comuns no CPT, enquanto
mutagdes no exon 11 desse gene nao foram encontradas no cancer de tiredide,
diferentemente de outros tipos de cancer (Xing 2005). Cerca de 30 artigos
publicados na literatura nos ultimos anos, referentes a pacientes adultos, com
diversidade geografica, étnica e dos subtipos histolégicos dos tumores,
evidenciaram a presenca da mutagcdo V 600E em CPT( em torno de 50%). Alguns
destes trabalhos encontram-se descritos nas tabelas 1 e 2, a seguir. A mutagéo
V600E de BRAF é também encontrada no carcinoma anaplasico derivado de
variantes agressivas do CPT. No entanto, a mutagéo é rara na variante folicular do
CPT e nao é encontrada no CFT (Tang et al, 2010).

No CPT, a mutacdo V600E no gene BRAF esta associada a maior ocorréncia

de metastases a distadncia, aparéncia papilifera caracteristica, estagios mais
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avancados da doenca e idade mais avangada dos pacientes. Por outro lado, a
mutacdo ndo é comum em CPT n&o-esporadico, relacionado a exposigao a
radiacao. A frequéncia dessas mutagdes em carcinoma anaplasico da tiredide (CAT)
coexistindo com CPT ¢é significativamente maior (60-78%) que em CAT sem o
componente papilifero (0—-4%), o que sugere uma maior tendéncia a
desdiferenciacdo para casos de CPT com essa mutacao (Xing 2005; Giusti et al,
2010).

Em microcarcinomas papiliferos, tem sido relatada a ocorréncia da mutagao
VG600E, nos estagios iniciais do desenvolvimento do tumor. Esses tumores parecem
apresentar uma prevaléncia variavel na dependéncia do subtipo histoldgico,
ocorrendo com maior frequéncia na agressiva variante de células altas e com menor
frequéncia na variante folicular (Basolo et al, 2010). Outras mutagbes mais raras em
BRAF também tém sido relatadas nos carcinomas da tiredide, como a mutacao
K601E e também a fusdo dos genes BRAF e AKAP9 por inversao paracéntrica do
brago longo do cromossomo 7, gerando o oncogene quimérico AKAP9/BRAF, que
parece estar associado ao CPT induzido por radiagédo ionizante (NiKiforova et al,
2009, NiKiforov et al, 2011).
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1.11 Revisao de artigos cientificos que demonstraram associagoes entre a
mutacao V600E de BRAF e metastase nos CPT

TABELA 1. Revisdo de artigos cientificos que demonstraram associagdes entre a mutagédo
V600E de BRAF e metastase nos CPT

DNA

Estudo Metodologia Casuistica | Associagdo com p
Metastase
NAMBA et al, PCR 126 casos | sim 0.0330
(2003)
Kim KH et al, PCR 70 casos sim 0,0480
(2004)
Xing et al, (2005) | PCR e sequenciamento 219 casos | sim 0,0010
direto do DNA
Kim J et al, PCR quantitativo em 103 casos | sim 0,0001
(2006) tempo real
Kebebew et al, PCR e sequenciamento 245 casos | sim 0.0323
(2007) direto do DNA
Nakayama et al, PCR e sequenciamento 40 casos sim 0.0440
(2007) direto do DNA
Lupi et al, (2007) | PCR- SSCP 500 casos | sim 0.0009
sequenciamento direto do
DNA
Frasca et al, RT-PCR 323 casos | sim 0.0001
(2008)
Xing et al, (2009) | PCR e kit Mutector 190 casos | sim 0,0020
Basolo et al, PCR- SSCP 1060 sim 0,0001
(2010) sequenciamento direto do | casos
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1.12 Revisao de artigos cientificos que nao demonstraram associagoes entre a
Mutacao V600E de BRAF e metastase nos CPT

TABELA 2. Revisao de artigos cientificos que ndo demonstraram associagdes entre a
Mutacao V600E de BRAF e metastase nos CPT

pirosequenciamento

Estudo Metodologia Casuistica Associagao P
com Metastase

Riesco- PCR-SSCP e 67 casos Nao 0,4200
Eizaguirre et al, | sequenciamento direto do
(2006) DNA
Durante et al,. RT-PCR e sequenciamento 93 casos Nao 0,7300
(2007) direto do DNA
kwak et al, PCR e sequenciamento 339 casos | Nao 0,5650
(2009) direto do DNA
Hwang et al, PCR e sequenciamento 135 casos | Nao 0,0904
(2010) direto do DNA
Lee JH et al, PCR , sequenciamento direto | 52 casos Nao 0,1600
(2010) doDNA e

1.13 Significado Clinico da Mutagao V600E

O manejo de pacientes com cancer de tiredide depende do subtipo histolégico

e do estagio do tumor. Entre os canceres da tiredide, uma grande maioria dos

pacientes com carcinoma diferenciado da tireéide (CDT) pode ser curada com o

regime terapéutico convencional composto de cirurgia, iodo radioativo e terapia

hormonal. Menos de 10% dos pacientes que se apresentam com CDT irdo

desenvolver metastases a distancia (Durante et al, 2006; Lee J et al, 2010).

Em individuos resistentes ao iodo radioativo, a quimioterapia convencional

nao fornece resultados satisfatérios e nos ultimos anos, o uso de inibidores da

tirosina quinase em ensaios clinicos de pacientes com cancer de tiredide tém
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mostrado resultados promissores. Considerando o BRAF um dos membros da
familia RAF de serina /treonina Kinases que sao efetores da via MAPK, uma via de
sinalizagdo importante na patogénese dos canceres da tiredide, a escolha destes

inibidores parece ser uma opg¢ao racional no tratamento (Huyck et al, 2011).

O Sorafenib (Nexavar) foi o primeiro inibidor da RAF quinase usado em testes
clinicos e agora esta aprovado pela FDA (Food and Drug Administration) para uso
no carcinoma de células renais e carcinoma hepatocelular. Embora o sorafenib
tenha sido desenvolvido inicialmente como um inibidor de RAF, n&o apresenta
poténcia e seletividade suficientes para RAF quinases (Wilhelm et al, 2004). A
experiéncia com este agente sugere que seu principal mecanismo de agao no
cancer renal € o potencial anti-angiogénico e que a inibicdo da RAF contribui pouco

para sua eficacia clinica nesta doenca (Eisen et al, 2006; Flaherty 2007).

Houve entdao o desenvolvimento de uma segunda geracao de inibidores da
RAF, com maior seletividade para BRAF mutante e maior poténcia in vivo. O
PLX4032/ RG7204 (Plexxikon/Roche), que € um inibidor seletivo de RAF, foi testado
em ensaio in vitro e inibe a RAF quinase e as trés iso-formas RAF em concentracbes
nanomolares (Tsai et al, 2008; Yang et al, 2010). Em células com mutacées BRAF
V600E, PLX4032 demonstra uma inibicdo potente da sinalizacdo de BRAF, parada

do ciclo celular e, em alguns casos, morte celular (Joseph et al, 2010).

A observagao pré-clinica de que PLX4032 inibe a ativagdo da via MAPK
quinase apenas nas células tumorais e ndo nas células normais, sugeriu que este
agente pode apresentar um amplo indice terapéutico no tratamento dos pacientes
com mutagédo V600E (Hatzivassiliou et al, 2010; Heidorn et al, 2010). Em um recente
ensaio clinico de fase 1 com PLX4032, altos niveis séricos da droga foram tolerados
(>50 mM), com toxicidade minima (Flaherty et al, 2010).

Atividade clinica promissora também foi relatada recentemente com um
segundo inibidor seletivo da RAF, GSK2118436 (Kefford et al, 2010). Em um ensaio
clinico de fase 1 com GSK2118436, houve uma taxa de 63% de resposta observada
em um grupo de pacientes com melanoma e mutacdo BRAF V600E. GSK2118436 e
PLX4032 possuem varias diferengas farmacoldgicas e podem ter impacto em suas

eficacias a longo prazo, assim como nos perfis de toxicidade (Bollag et al, 2010).
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GSK2118436 € aproximadamente 80 vezes mais potente que o PLX4032,
tendo como alvo o alelo mutante BRAF V600E, mas apresenta uma meia-vida
inferior (~ 4-9 versus 40-50 h) (Bollag et al, 2010; Kefford et al, 2010). Embora com
bons resultados preliminares, vale ressaltar que pacientes cujos tumores expressam
alelos V660K e V600G, respondem ao tratamento com GSK2118436, enquanto
pacientes cujos tumores abrigam o alelo K601E nao respondem satisfatoriamente a
droga (Kefford et al, 2010).

Em uma recente atualizagao do estudo de fase Il com sorafenib, foi verificada
uma correlagdo entre maior sobrevida livre de doenca e presenca de mutagao
V600E. Especificamente, para pacientes com CPT, a sobrevida livre para aqueles
pacientes com o tipo selvagem de BRAF foi de 54 semanas em comparagdo com 84
semanas a mais de sobrevida para pacientes com mutagcdo V600E (p = 0,028).
Assim, é provavel que no futuro, o uso de inibidores de tirosina quinase em
pacientes com canceres da tiredide poderdo vir junto com analises moleculares,

para assim garantir melhor a resposta ao tratamento (Brose et al, 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar as possiveis associagdes entre a mutacdo V600OE do gene BRAF e
a deteccao imuno-histoquimica da proteina BRAF em carcinomas papiliferos de

tiredide tratados no Hospital Araujo Jorge (HAJ), em Goiania-GO.

2.2 Objetivos especificos

1) Avaliar os aspectos clinicos e histopatolégicos de 116 casos de carcinomas

papiliferos de tirdide tratados no HAJ.

2) Avaliar a detecgao imuno-histoquimica da proteina BRAF em 116 casos de

carcinomas papiliferos de tiréide.

3) Avaliar a mutagdo V660E do gene BRAF em 116 casos de carcinomas

papiliferos de tiréide.

4) Avaliar as possiveis associagdes entre os niveis de expressdo da proteina

BRAF e os aspectos clinicos e histopatologicos dos tumores.

5) Avaliar as possiveis associagdes entre a mutagcao V600E do gene BRAF e os

aspectos clinicos e histopatoldgicos dos tumores.

6) Avaliar as possiveis associagbes entre os niveis de expressao da proteina
BRAF e a presenca da mutacdo V600E do gene BRAF em 116 casos de

carcinomas papiliferos de tirdide tratados no HAJ.
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3. METODOLOGIA

3.1 Aspectos éticos da pesquisa

Este estudo foi avaliado e recomendado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Araujo Jorge, conforme Parecer no. 049/2010 (Anexo 1). Somente apos a
aprovacao do projeto pelo Comité de Etica, foram iniciadas as analises. Tratou-se de
um estudo retrospectivo com utilizacdo de dados clinicos obtidos de prontuarios e
analise de espécimes tumorais fixados em formol e incluidos em parafina. Assim, o

estudo nado ofereceu nenhum risco evidente aos pacientes incluidos na analise.

3.2 Selecao de casos de carcinoma papilifero de tiredide

Os casos de carcinomas papiliferos de tiredide metastaticos e nao
metastaticos foram selecionados a partir dos livros de registro do Setor de Anatomia
Patolégica (SAP) do HAJ, no periodo de 2000 a 2005. 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 analise
microscopica e comprovagao do diagnostico histopatoldégico. A revisdo
histopatoldgica foi feita por dois patologistas colaboradores deste estudo, Dra. Rita
de Cassia Alencar e Dr. Elbio Candido de Paula, ambos do SAP do HAJ, de acordo
com a classificacédo de doengas malignas da tiredide da Organizagdo Mundial de
Saude (OMS, 2004). Os pacientes incluidos no estudo apresentavam diagnostico
histopatolégico comprovado de carcinoma papilifero de tiredide, 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 extensio extra-tireoidiana.

Pacientes com diagnostico de carcinoma papilifero de tiredide, sem
comprovacgao histopatoldgica, cujo bloco ndo se encontrava no SAP do HAJ, ou que
nao apresentavam os dados clinicos e histopatologicos descritos foram excluidos do

estudo. Os dados clinicopatolégicos foram colhidos a partir dos respectivos
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prontuarios e utilizados para a confec¢ao de um banco de dados. Os 64 casos de
carcinomas papiliferos ndo metastaticos foram selecionados nos dois primeiros anos
do estudo (2000-2001), enquanto os casos metastaticos foram selecionados ao
longo de um periodo de cinco anos (2000-2005). Os espécimes bioldgicos
analisados neste estudo consistiram de fragmentos de carcinoma papilifero da
tiredide, colhidos por meio de cirurgia, antes de qualquer abordagem radioterapica

ou quimioterapica.

3.3 Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica € um método de analise molecular dos tecidos,
baseado na deteccado microscopica de proteinas teciduais. O mecanismo basico da
imuno-histoquimica consiste no reconhecimento do antigeno a ser pesquisado por
meio um anticorpo especifico, associado aos diversos tipos de processos de
visualizagdo. O anticorpo reconhece apenas um unico antigeno que pode ser o

produto protéico da célula neoplasica.

A técnica usual utiliza um anticorpo secundario, que se liga ao anticorpo
primario e € associado a um complexo de visualizagao (polimero com amplificagéo).
O cromoégeno DAB (diaminobenzidina) confere cor marrom ao precipitado
permanente. Logo, as areas positivas coram-se de marrom e as negativas, com o
corante utilizado para a contra-coloragdo, a hematoxilina (azul), (DABBS D

Diagnostic Immunohistochemistry 2006).

Os fragmentos de tumores analisados neste estudo foram fixados em formol
10% tamponado e incluidos em blocos de parafina. Apds a confirmacdo do
diagnéstico, foram confeccionadas laminas para o estudo imuno-histoquimico. A
espessura dos cortes para analise imuno-histoquimica era de trés micrémetros. A
analise imuno-histoquimica empregou o método da imunoperoxidase associada a
polimeros (Kit MACH 4 Biocare Medical,CA,USA) e foi utilizada para a deteccao de
antigenos teciduais por meio do anticorpo BRAF (clone F-7), Santa Cruz

Biotechnology Inc.
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Os cortes montados em laminas silanizadas foram desparafinizados com o
uso de xilol e hidratados em uma bateria de etanol, com concentracbes
decrescentes até 50%, e agua destilada. Os antigenos tissulares foram recuperados
por calor umido e pressao em solugdo de tampao citrato 10mM/pH 6,0. A atividade
da peroxidase tissular enddgena foi extinta por tratamento com solugado de H202 3%
por 15 minutos. Apds, as laminas foram lavadas com tampéao fosfato (PBS), pH 7.4
por cinco minutos. Em seguida, foi aplicada uma camada delgada de bloqueador de

proteinas inespecificas (Background Sniper, Biocare Medical, CA, USA).

As laminas foram incubadas, posteriormente, a 4°C, overnight, com o
anticorpo diluido em solucédo de PBS pH 7,4 contendo 1% de albumina sérica
bovina. Apds incubagdo com anticorpo primario, as laminas foram lavadas trés
vezes em PBS pH 7.4, por cinco minutos, e incubadas durante 30 minutos com a
sonda (Kit MACH 4 Biocare Medical, CA, USA). Novamente as laminas foram
lavadas com PBS 7,4 e incubadas com o complexo de polimeros e peroxidase por
30 minutos. Apds nova lavagem com PBS pH 7,4 por cinco minutos, as laminas
foram reveladas com o cromogeno diaminobenzidina. Apds a revelagao, as laminas

foram lavadas em agua corrente e contra coradas com hematoxilina.

Os cortes foram desidratados em alcool absoluto por cinco vezes, dois
minutos em cada etapa, e depois tratados em xilol por trés vezes. As laminas foram
contra-coradas com hematoxilina e montadas em resina do tipo Entellan (Merck
KgaA). A analise da deteccgéo da proteina BRAF foi feita pela contagem das células
tumorais com marcagdo citoplasmatica, nas areas tumorais de maior marcagao. A
percentagem de células tumorais positivas para a marcacao de BRAF foi realizada
em campos microscopicos de 3 a 5 mm, com aumento de 400 X, sob microscopia de

luz.

A contagem, sempre que possivel era feita em trés campos e somente a
marcagao citoplasmatica difusa das células tumorais foi considerada. A marcacgéo de
células estromais e inflamatdrias néo foi considerada nesta avaliagdo. As amostras
foram divididas em dois grupos de marcagéao para BRAF, ou seja, < 50% e = 50%,
de acordo com os valores de cutoff estabelecidos por meio de uma curva ROC
(Receiver Operating Characteristic), definida com base na marcagdo imuno-

histoquimica de BRAF e a presenca de mutagado V600E do gene BRAF.
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3.4 Extracao de DNA das amostras de carcinomas papiliferos de tiredide:

A mutagdo 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 amplificagdo génica, produzindo fragmentos amplificados
com 224 pares de bases (pb). Tais fragmentos foram submetidos a digestdo com
utilizacdo da endonuclease de restricdo TspRI que reconhece a mutagao T1799A no
gene BRAF.

A enzima de restricao 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 mutacdo T1799A abole um sitio de restricdo, 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 utilizagdo do kit
comercial Wizard DNA Isolation Kit (Promega), utilizando o protocolo padronizado no

Laboratdrio de Diversidade Genética da PUC-Goias, conforme descrigdo a seguir.

3.4.1 Preparo das amostras

Os fragmentos de tumores finamente cortados, medindo de 0,5-2,0 u, 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 remocéo da parafina.

Apos a remogéao da parafina, 500 pl de etanol 100% foram adicionados aos
microtubos, que foram entdo 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 remoc¢éao do xileno.
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3.4.2 Lise celular

Cerca de 200 ul 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 inversédo e incubados a 55°C
(overnight), com inversdes perioddicas. A completa lise celular foi concluida quando

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

3.4.3 Precipitagao de proteinas

Apos a lise celular, as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente.
Posteriormente, adicionados 40 upl de solugdo de precipitacdo de proteinas e a
solugdo homegeneizada com pipetagens sucessivas. Os microtubos foram entéo
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
nao fosse visivel, o tubo era agitado novamente no vértex em alta velocidade por 20
segundos e colocado novamente no freezer seguindo os passos citados

anteriormente.

3.4.4 Precipitagdao do DNA

O sobrenadante contendo o DNA foi transferido para outro microtubo
previamente identificado e acrescido de 200 ul de isopropanol 100% gelado. Os
tubos foram homogeneizados 50 vezes por inversao e centrifugados a 13.000 rpm
por cinco minutos. Apds a precipitagao, 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
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os tubos invertidos sobre papel absorvente. Os pellets correspondentes a cada

amostra foram entdo secos a temperatura ambiente.

3.4.5 Hidratacdo do DNA

Os pellets correspondentes a cada amostra foram ressuspendidos em 20 pl
de agua milli Q autoclavada. O DNA resultante de cada amostra foi armazenado em

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

3.5 Analise molecular da mutagao 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 3) 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 vértex, sendo previamente descongelados
sobre o gelo picado. Um controle negativo da reacdo contendo todos os
componentes, exceto o DNA, foi incluido em todas as amplificacbes. As reacdes de
PCR foram realizadas num volume final de 25 pl, utilizando um termociclador Veriti
(Applied Biosystems), em mistura contendo 15 pl de agua milli-Q; 2,5 pl de tampéo
(10x); 1,0 ul MgCl2; 1,0 ul de Tag DNA polimerase (Invitrogen); 2,5 ul de dNTPs
(desoxinucleotideo-trifosfato-dATP, dCTP, dGTP, e dTTP); 0,5 pl de cada primer de
BRAF; e 2,0 ul de DNA.

Apods a amplificagdo por PCR, um amplicon de 224 pb era visualizado em gel
de poliacrilamida a 8%, corado com nitrato de prata. Todos os casos que tiveram a
amplificagdo do fragmentodo gene BRAF (224 pb) eram submetidos a digestdo com
a enzima de restricdo TspR1 (10 U/ yl New England Biolabs, Beverly, MA). A
digestao foi feita num volume de 15 ul, 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
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em gel de poliacrilamida 10%, corado com nitrato de prata. Amostras de melanoma,

contendo a mutagédo T1796A foram usadas como controle positivo.

TABELA 3. Descri¢ao dos primers e protocolos de ciclagem usados no ensaio de PCR para
amplificagao do gene BRAF em amostras de carcinoma papilifero da tiredide

Fragmento amplificado/ Primers Condigées de
ciclagem
(=224 pb) N
, 94°C - 3 min
Primer P1 (f) 94°C - 30 seg
or _ ; .
5-TCATAATGCTTGCTCTGATAGG-3' 60°C - 1 min > 38 ciclos
72°C - 1 min
Primer P2 (f) 72°C - 10 min
4°C - Infinito )

5'-GGCCAAAAATTTAATCAGTGGA-3'

3.6 Analise Estatistica

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 correcédo 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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4. RESULTADOS

4.1 Grupo de Estudo

Neste estudo, 116 pacientes com carcinoma papilifero da tiredide foram
estudados, dos quais 88 (76%) eram mulheres e 28 (24%) eram homens. A idade
dos pacientes variou de 13 a 83 anos (média 36,8). O tamanho do tumor variou
entre 0,4 cm e 8,5 cm (média 2,6 cm). Com relagdo a presenca de metastases
linfonodais, 52 casos (45%) eram metastaticos. Quatro casos apresentaram
metastases a distancia, sendo dois deles nos ossos, um no sistema nervoso central
e o outro no cranio e pulmdes. Dentre os casos estudados, o crescimento tumoral

com extensao extra-tireoidiana foi observado em 70 casos (60%).

4.2 Analise imuno-histoquimica da expressao de BRAF nos carcinomas

papiliferos de tiredide

Dentre os carcinomas papiliferos de tiredide avaliados, 30 casos (26%) foram
negativos para a deteccdo imuno-histoquimica da proteina BRAF (Figura 7) e 86
casos (74%) foram positivos para a deteccdo de BRAF (Figura 8, 9 e 10). As
amostras foram divididas em dois grupos de marcagao para BRAF, ou seja, aquelas
com marcagdo em menos de 50% das células tumorais e aquelas com marcagéo em
50% ou mais células tumorais. Esses valores foram estacelecidos de acordo com os
valores de cutoff calculados por meio de uma curva ROC (Receiver Operating
Characteristic), definida com base na marcagao imuno-histoquimica de BRAF e a
presenca da mutagdo V60OE do gene BRAF (Figura 7).

A curva ROC representa um método efetivo de avaliagdo da performance de
um teste diagnostico. E definida como a plotagem da sensibilidade do teste (eixo y)
versus sua especificidade ou taxa de falsos positivos (eixo x). A medida combinada
de sensibilidade e especificidade do teste é definida pela area sob a curva (AUC, do

inglés: area under the curve), que varia entre 0 e 1. Um teste diagndstico com um
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AUC maior que 0,5 é, portanto, melhor que um que utiliza um valor de cutoff
aleatorio (Park et al, 2004).
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FIGURA 7. Curva ROC (Receiver Operating Characteristic). Area sob a curva = 0,596

Dentre os carcinomas papiliferos de tiredide estudados, 62 casos (53,4%)
apresentaram deteccéo imuno-histoquimica de BRAF em menos de 50% das células
tumorais (Figura 9) e 54 casos (46,6%) apresentaram detecgdo de BRAF em 50%
ou mais células tumorais (Figura 10 e 11), sendo esses casos considerados

hiperexpressos.
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FIGURA 8: Fotomicrografia mostrando o perfil imuno-histoquimico da detec¢do negativa de BRAF
em carcinoma papilifero de tiredide. Aumento x 100.

FIGURA 9: Fotomicrografia mostrando o perfil imuno-histoquimico da detec¢ao de BRAF em menos
de 50% das células tumorais de carcinoma papilifero de tiredide. Aumento x 100.
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FIGURA 10: Fotomicrografia mostrando o perfil imuno-histoquimico da detecgdo de BRAF em 50%
ou mais células tumorais de carcinoma papilifero de tiredide. Aumento x 100.

FIGURA 11: Fotomicrografia mostrando o perfil imuno-histoquimico da deteccdo de BRAF em 50%
ou mais células tumorais de carcinoma papilifero de tiredide. Aumento x 200.
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4.3 Analise da mutagao V600E do gene BRAF nos carcinomas papiliferos de

tiredide

A mutagcdo T1799A do gene BRAF, que resulta na substituicdo V600E na
proteina BRAF foi avaliada nos carcinomas papiliferos de tiredide por meio de PCR
e RFLP. A mutacdo V600E de BRAF foi detectada em 74 dos 116 casos (63,37%)

de CPT analisados neste estudo (Tabela 5).

1 12 13

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
| i

FIGURA 12. Gel de poliacrilamida a 10% corado com nitrato de prata, mostrando produtos de
restricdo de um fragmento do gene BRAF com 224 pares de bases, contendo ou ndo a mutagao
T1799A, cortado com a enzima TspRI. A presenga da mutagdo T1799A resulta na formagao de
quatro fragmentos com 212-pb, 125-pb, 87-pb e 12-pb (canaletas 5, 6, 7, 8 e 9), enquanto que o alelo
selvagem resulta na formagao de trés fragmentos contendo 125-pb, 87-pb e 12-pb (canaletas 1,2,3 e
4). A canaleta 10 apresenta uma amostra de DNA obtido de melanoma contendo a mutagéo T1799A.
A canaleta 11 apresenta o fragmento de 224-pb n&o-digerido. As canaletas 12 e 13 apresentam
bandas correspondentes ao padrdo de peso molecular de DNA com 50-pb e 100-pb,
respectivamente.

== 200pb

150pb
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4.4 Analise das possiveis associagoes entre a detecgao imuno-histoquimica de

BRAF e os aspectos clinico-patologicos dos carcinomas papiliferos de tiredide

As amostras de carcinomas papiliferos de tiredide analisadas neste estudo
foram divididas em dois grupos de marcagédo para BRAF, ou seja, aquelas com
marcacdo em menos de 50% das células tumorais e aquelas com marcagdo em
50% ou mais células tumorais. A tabela 4 mostra as associagdes investigadas entre
os aspectos clinicopatologicos e a expressao da proteina BRAF nos dois grupos de
casos estudados. Neste trabalho, ndo foram observadas associacbes estatisticas
significativas entre a expressao da proteina BRAF e os seguintes aspectos: género,

idade, presenga de metastases linfonodais e tamanho dos tumores. Entretanto,
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associagbes estatisticas significativas foram demonstradas entre a expressao da

proteina BRAF e a presenga de metastases a distancia (p=0,0001); a extensao

extra-tireoideana do tumor (p=0,0183) e a presenga da mutagdao V60OE do gene

BRAF (p=0,0039). Ha que se ressaltar que associagao entre a expressao de BRAF e

metastases a distancia foi inversa, ou seja, dentre os quatro CPT que apresentaram

metastases a distancia, trés apresentaram expressdao de BRAF menor que 50% e

somente um apresentou expressdo de BRAF 2 50%.

Tabela 4. Analise univariada investigando as possiveis associagbes entre os

aspectos clinicos e a expressao da proteina BRAF em 116 pacientes com CPT

Parametro BRAF BRAF n p Teste
<50% 250%
Género
Feminino 43(48,9%) 45(51,1%) 88 0.0871 Fischer
Masculino 19(67,9%) 9(32,1%) 28
Idade
<45 anos 48(57,1%) 36(42,9%) 84 0.2172 Fischer
245 anos 14(43,7%) 18(56,3%) 32
Estadiamento T
T1+T2 53(54,1%) 45(45,9%) 98 0.8010 Fischer
T3+ T4 9 (50,0%) 9 (50,0%) 18
Estadiamento N
NO 35(54,7%) 29(45,3%) 64 0.9126 Chi-
N1 27(51,9%) 25 (48,1%) 52 quadrado
Estadiamento M
Presente 3(75%) 1(25%) 4 0.0001 % Fischer
Ausente 59(52,68%) 53(47,32%) 112
Extensao extra-
tireoideana
Presente 31(44,29%) 39(55,71%) 70 0.0183 % Fischer
Ausente 28(68,30%) 13(31,70%) 41
N&ao consta(5)
Mutacéo V600E
BRAF
Positiva 32(43,24%) 42(56,76%) 74 0.0039% Fischer
Negativa 30(71,43%) 12(28,57%) 42

* Associagdes estatisticamente significativas
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4.5 Andlise das possiveis associagoes entre a presenca da mutagcao V600E do
gene BRAF e os aspectos clinico-patolégicos dos carcinomas papiliferos de

tiredide

As amostras de carcinomas papiliferos de tiredide analisadas neste estudo
foram divididas em dois grupos de acordo com a presencga ou auséncia da mutagao
V600E do gene BRAF. A tabela 5 mostra as associagbes investigadas entre os
aspectos clinicos e a mutacdo V600OE do gene BRAF nos 116 pacientes deste
trabalho. A analise dos 116 casos de carcinomas papiliferos estudados nao
demonstrou associagdes estatisticas significativas entre a presenca da mutagao
V600E do gene BRAF e os seguintes aspectos: género, idade, tamanho dos
tumores, metastases a distdncia e a extensao exta-tiroidiana do tumor. Entretanto,
associagbes estatisticas significativas foram demonstradas entre a presenga da
mutagdo VG600E e os seguintes aspectos: presenga de metastases linfonodais
(p=0,0385) e expressao da proteina BRAF (p=0,0063) (Tabela 5).

Tabela 5. Analise univariada investigando as possiveis associagdes entre os aspectos
clinicos e a mutacao V600E do gene BRAF em 116 pacientes com CPT

Parametro V600E(+) V600E(-) n p Teste
o - 59(67,1%) 29(32,9%) 88 .
Género Feminino 15(53.6%) 13(46.4%) 28 0,2591 Fischer
Idade
51(60,7%) 33(39,3%) 84 .
<45 anos 23(71.9%) 9(28.1%) 32 0,2888 Fischer
2 45 anos
Estadiamento T
64(65,3%) 34(34,7%) 98 .
T1+T2 0,4363 Fischer
T3+T4 10(55,5%) 8(44,5%) 18
Estadiamento N
NO 35(54,69%) 29(45,31%) 64 0,0385% Chi-quadrado
N1 39(75,0%) 13(25,0%) 52 9
Estadiamento M
Meta presente 2(50,0%) 2(50,0%) 4 .
Meta ausente 72(64.29%) 40(35.71%) 112 06198 Fischer
Extensdo extra-
tireoideana
Sim 48(68,6%) 22(31,4%) 70 .
N&o 25(60.9%)  16(39.1%) 41 0544 Chi-quadrado
*Nao consta (5)
Expressdo BRAF
32(51,6%) 30(48,4%) 62 .
o -
:55(())({2) 42(77'8%) 12(22.2%) 54 0,0063% Chi-quadrado

% AssociagOes estatisticamente significativas
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5. DISCUSSAO

Ressaltando a necessidade de indicadores mais precisos para diagnostico e
prognoéstico do CPT, este é o primeiro trabalho que avaliou a associagédo entre a
presenca da mutacdo V600E de BRAF e a hiperexpressado da proteina BRAF, por

imuno-histoquimica, em casos de carcinoma papilifero da tiredide.

Dois trabalhos recentes investigaram o valor prognostico da expressao da
proteina BRAF utilizando a imuno-histoquimica. Em um deles, a expressdo de BRAF
em CPT foi significativamente mais elevada do que em lesbes tireoideanas
benignas. Dentre as amostras de CPT avaliadas no estudo, a detec¢éo da proteina
foi mais alta no grupo que apresentou metastases linfonodais (Feng et al, 2011).
Investigagbes anteriores sugeriram que um dos mecanismos de hiperexpressao da
proteina seria 0 ganho do numero de cépias do gene BRAF (Ciampi et al, 2005).
Amplificagdes génicas sdo eventos comuns em alguns tumores (Dantas et al, 2009).
O trabalho de Feng, assim como o0 nosso, utilizou em suas analises imuno-
histoquimicas, o anticorpo BRAF (clone F-7) da Santa Cruz Biotechnology Inc.
Contudo, ndo foram realizadas no referido estudo, analises moleculares, definindo
se esses tumores possuiam ou ndo a mutagdo V60OE no gene BRAF. Além disso, o
estudo de Feng et al (2011) utilizou um cutoff diferente do utilizado em nosso estudo,
considerando positivos 0os casos que apresentaram expressao de BRAF em mais de
20% das células tumorais. A relevancia do nosso estudo reside justamente no fato
de termos analisado a expressao da proteina BRAF e sua possivel associagdo com
a mutacdo V600E do gene BRAF, possibilitando ainda o estudo de associagdes

entre esses dois eventos e os aspectos clinicos dos mesmos tumores.

O trabalho de Feng, assim como o nosso, destaca a importancia da imuno-
histoquimica para a detecgéo da proteina BRAF, usando o anticorpo BRAF (clone F-
7 Santa Cruz Biotechnology Inc) e contraria um estudo anterior (Kondo et al, 2007),
no qual os autores ndo observaram associagao significativa entre a hiperexpressao
de BRAF e a presenca da mutagao V600OE no gene BRAF. Entretanto, ha que se
ressaltar que este ultimo estudo (Kondo et al, 2007) utilizou um anticorpo policlonal

(sc-9002) diferente do utilizado em nosso estudo e no estudo de Feng et al (2011).
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Outro trabalho recente (Capper et al, 2011), descreveu o desenvolvimento de
um anticorpo monoclonal especifico para a forma mutada de BRAF (BRAF V600E),
com o objetivo de distinguir a expressdo das formas mutadas e selvagens em
amostras de CPT e melanomas fixados em formol e emblocados em parafina. Neste
estudo, as amostras tumorais foram avaliadas por PCR e sequenciamento direto de
DNA e a deteccao da proteina BRAF empregou a imuno-histoquimica. Os autores
concluiram que a imuno-histoquimica, usando anticorpo BRAF (clone VE1), pode
facilitar substancialmente a analise molecular de BRAF para fins de diagndstico,
prognostico e predigdo, principalmente em casos com resultados incertos ou com
material insuficiente para analises moleculares, ou ainda, pode ser utilizada como
uma substituta para o teste genético em determinadas situagdes clinicas (Capper et
al, 2011)

A proteina BRAF é uma serina/treonina quinase efetora da via MAP quinase,
ativada pela proteina RAS ligada ao GTP, que, por sua vez, quando fosforilada
(forma ativa) ativa a proteina MEK por fosforilagdo, dando prosseguimento a
transducao dos sinais da via. Mutagdes somaticas no gene BRAF foram relatadas
primeiramente em melanomas malignos por Davies e colaboradores e também no
cancer de ovario e colorretal (Davies et al, 2002). A transversao T1799A no exon 15
do gene BRAF, que promove a troca do aminoacido valina para acido glutamico
(mutag&o V600E), é a mutagdo mais comum desse gene no CPT. Tal mutagéo torna
a proteina BRAF constitutivamente ativada, promovendo um ganho de fungéo
independente de sinais ativadores, levando a ativacédo constitutiva da via MAPK, o
que pode resultar no desenvolvimento de neoplasia maligna da tiredide (Tang et al
2010). Pacientes com CPT e pior prognéstico, como aqueles que apresentam
metastases linfonodais, metastase a distancia, extensdo-extratireoideana, entre
outros, sdo tratados com base nas caracteristicas bioldgicas do tumor, e alteragdes
que dependem de variagdes do gene e disfuncdo e/ou superexpressao de proteinas
vitais. Portanto, a hiperexpressdo de proteinas especificas pode ser um marcador
para eventos moleculares em células malignas, auxiliando na previsdo do

comportamento mais agressivo do tumor (Capper et al, 2011).

Nosso estudo demonstrou uma associagao significativa entre a mutagao
V600E de BRAF e a hiperexpressdao de BRAF (250% das células tumorais), nos
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CPT. Apesar da presenca da mutacdo VE600E de BRAF ter sido associada a
presenca de metastases linfonodais, nos CPT analisados , a hiperexpressdo de
BRAF néo foi associada a este importante parametro clinico. A hiperexpressao de
BRAF deve representar um evento importante na carcinogénese do CPT, entretanto,
0s mecanismos moleculares implicados no controle da expressao desse gene e na
maior estabilidade desta proteina devem ser ainda elucidados, a fim de se

estabelecer a real importancia clinica deste marcador.

Varios estudos avaliaram possiveis associacdes entre a mutagcdo V600E de
BRAF e as caracteristicas clinico-patolégicas dos CPT, tais como metastases
linfonodais, metatases a distancia, estagios clinicos mais avangados do tumor,
extensdo extra-tireoideana, recorréncia, idade mais avangada e género masculino.
Alguns resultados detectaram entre tais fatores, associacbes significativas
(Salvatore et al, 2006 Xing, 2010). Uma meta analise revisou inumeros estudos
sobre a mutacdo V600E do gene BRAF nos CPT, mostrando associagao estatistica
significativa entre a mutagdo e as caracteristicas de maior agressividade dos
tumores, incluindo a extensdo extra-tireoideana, metastases linfonodais, estagios
tumorais mais avangados e recorréncia (Lee JH et al, 2007). Tal estudo também
reportou uma associagao significativa entre essas mutagbes e um menor tamanho
de tumor, indicando que a mutacdo deve ocorrer nos estagios iniciais da doenca
(Xing, 2005).

Pacientes com tumores de alto risco sdo tratados de forma mais intensiva
com terapias adjuvantes, além de passarem por acompanhamento mais frequente
(ATA-Cooper et al, 2009). Alguns fatores de risco, tais como a integralidade de
ressecgao, sO podem ser atribuidos no pds-operatério depois que as caracteristicas
histopatoldgicas estiverem disponiveis. Dividir os pacientes com PTC em categorias
de riscos diferentes poderia certamente colaborar para otimizacdo dos
procedimentos cirurgicos iniciais. Além da sua forte correlagdo com CPT, a mutagéo
V600E no gene BRAF é bem descrita por associar-se com mau prognostico (Lupi et
al, 2007; Kebebew et al, 2007; Elisei et al, 2008). Parametros clinicopatolégicos
estabelecidos para representar o comportamento agressivo e mau prognostico
incluem a extensao extra-tireoideana, multicentricidade, recorréncia local, metastase

para linfonodos e metastases a distancia (Kebebew et al, 2007). Lupi e
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colaboradores, em 2007, avaliaram 500 casos de CPT, dos quais 43% foram
positivos para a mutacido V600E, concluindo desta forma, que os casos positivos
para a mutagdo, tinham uma maior propor¢ao de extensao extra-tireoideana,
metastase linfonodal, multicentricidade e doenga em estagio avancado em relagéao
aos casos de CPT que nado apresentaram a mutagéo (Lupi et al, 2007). No mesmo
ano, Kebebew e colegas realizaram o seguimento de 314 pacientes com cancer de
tiredide por uma média de 6 anos e verificaram que a mutacdo V600E no gene

BRAF era independente da associagdo com CPT recorrente (Kebebew et al, 2007).

A Tabela1 desse estudo mostra uma revisdo de alguns artigos cientificos que
demonstraram associagdes entre a mutagdo V600E de BRAF e metastase nos CPT
(Namba et al, 2003; Kim K.H et al, 2004; Xing et al, 2005; Kim, J et al, 2006;
Kebebew et al, 2007; Nakayama et al, 2007; Lupi et al, 2007; Frasca et al, 2008;
Xing M et al, 2009; Basolo et al, 2010). No entanto, outros autores (tabela 2) nao
encontraram associacdo entre a mutacdo V600E de BRAF e metastase nos CPT
(Riesco-Eizaguirre et al, 2006; Durante et al, 2007; Kwak et al, 2009; Hwang et al,
2010; Lee JH et al, 2010). Esta discrepancia pode ser explicada por meio de varios
argumentos. Os estudos nem sempre usam o mesmo método para detectar a
mutag¢ao. Mais de 80% dos estudos tém analisado a mutagdo V600E em amostras
parafinadas, fixadas em formalina (Frasca et al, 2008; Lupi et al, 2007; Riesco-
Eizaguirre et al, 2006; Kim K.H et al, 2004; Namba et al, 2003; Kim, J et al, 2006),
enquanto outros utilizaram espécimes cirurgicos de tecidos frescos congelados
(Nakayama et al, 2007; Oler et al, 2008; Fugazzola et al, 2006; Durante et al, 2007),
ou mesmo os dois tipos de espécimes ( Kwak et al, 2009; Kebebew et al, 2007; Xing
et al, 2005). Alguns estudos empregaram o método de analise de polimorfismo de
conformacao de fita simples (SSCP) para detectar a mutagao (Lupi et al, 2007;
Riesco-Eizaguirre et al, 2006; Durante et al, 2007), enquanto outros usaram
sequenciamento direto apos a amplificagdo por PCR (Kwak et al, 2009; Frasca et al,
2008; Nakayama et al, 2007; Kebebew et al, 2007; Xing et al, 2005; Kim,K.H et al,
2004; Namba et al, 2003; Oler et al, 2008; Kim, J et al, 2006; Ito et al, 2009; Liu et al,
2005). Estudos, assim como o nosso, realizaram analise molecular da mutagao
V600E do gene BRAF por meio de PCR e RFLP (Zatelli et al, 2009; O'Neill et al,
2010; Kwak et al, 2010; Cafnadas et al, 2011; Smith et al, 2011).
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Grande parte dos estudos realizou analises estatisticas univariadas (Riesco-
Eizaguirre et al, 2006; Kim, K.H et al, 2004; Namba et al, 2003; Oler et al, 2008) e o
numero de pacientes variou muito, de 42 (Zuo et al, 2007) até 631 (lto et al, 2009).
Além disso, os CPT possuem variantes histologicas e algumas ja sdo conhecidas
por ter mau progndstico, como a variante de células altas, que pode representar até
6% das amostras, além da variante folicular de CPT que pode representar até 37%
das amostras (Riesco-Eizaguirre et al, 2006). Alguns trabalhos encontraram uma
associacdo entre a mutacdo a V600OE e o estadiamento TNM, em uma analise
univariada (Nakayama et al, 2007; Lupi et al, 2007; Kebebew et al, 2007; Riesco-
Eizaguirre et al, 2006; Xing et al, 2005; Namba et al, 2003; Kim, J et al, 2006).
Outros estudos ndo observaram qualquer associagao entre a mutacdo V600E e o
estadiamento TNM (Fugazzola et al, 2006; Durante et al, 2007; Ito et al, 2009). A
mutagdo V600E associou-se de forma direta com tamanho tumoral em quatro
estudos (Kwak et al, 2009; Frasca et al, 2008; Oler et al, 2008; Kim J et al, 2006) e
indireta em um estudo (Xing et al, 2005). Alguns estudos encontraram uma
associacdo entre mutacdo V600E e metastase linfonodal no momento do
diagnostico (Frasca et al, 2008; Nakayama et al, 2007; Lupi et al, 2007; Kebebew et
al, 2007; Xing et al, 2005; Kim,K.H et al, 2004; Oler et al, 2008; Kim J et al, 2006).
Nosso estudo demonstrou associagao significativa entre a mutagao V600E do gene
BRAF e a presenca de metastases linfonodais (p=0,0385), validando esse ensaio
molecular no manejo clinico dos pacientes com CPT e corroborando com os

inUmeros estudos descritos na Tabela 1.

De acordo com os nossos resultados, a presenga da mutagdo V600E do gene
BRAF também esteve associada a hiperexpressdo de BRAF nos CPT. A
hiperexpressao de BRAF, por sua vez, associou-se de forma significativa com
extensao extra-tireoideana do tumor (p=0,0183), um aspecto importante associado

ao pior prognéstico dos CPT.

Quanto a associagao inversa entre a hiperexpressido de BRAF e a presenca
de metastases a distancia, uma série maior de casos deve ser analisada, vez que
neste estudo, somente quatro casos metastaticos estavam presentes e somente um

apresentou hiperexpressao de BRAF.
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A principal limitagdo do nosso trabalho foi a impossibilidade de
acompanhamento dos pacientes do estudo. Muitos deles, iniciaram o tratamento no
Hospital Araujo Jorge e depois nao retornaram a instituicdo para acompanhamento.
Desta forma nos prontuarios médicos nao foram informadas as condutas clinicas
subsequentes a cirurgia referentes ao tratamento dos mesmos, impossibilitando o
seguimento clinico ou o acesso as informacdes exatas referentes ao aparecimento
de metastases a distancia apds a cirurgia, dados de recorréncia e outros fatores de

pior prognastico.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Com base nos resultados obtidos neste estudo, foi possivel concluir que a
presenga da mutacdo V600OE do gene BRAF é um evento mutacional comum nos
CPT, presente em 74 dos 116 casos analisados (63,37%). A mutagdo V600E do
gene BRAF foi mais comum nos CPT metastaticos, pois esteve presente em 75%
desses tumores e associou-se de forma significativa com a presenca de metastases
linfonodais (p=0,0385).

Quanto a expressao da proteina BRAF, verificou-se que esta também
representou um evento molecular comum nos CPT, pois esteve hiperexpressa
(acima de 50%) em 54 dos 116 casos analisados (46,55%). A hiperexpressao de
BRAF associou-se a fatores de pior prognostico para os CPT, como extenséo extra-
tireoideana do tumor (p=0,0183) e a presenga da mutagcdo V600E do gene BRAF
(0,0039).

Como perspectivas futuras sugerimos que uma casuistica maior de
carcinomas papiliferos da tiredide, incluindo numero significativo de casos
metastaticos, seja investigada para analise de expressao da proteina BRAF, a fim de

elucidar de forma mais precisa o papel progndstico dessa proteina.

Sugerimos ainda que estudos funcionais sejam desenvolvidos, a fim de
elucidar os mecanismos moleculares envolvidos no controle da expressao do gene
BRAF e nos eventos celulares envolvidos na estabilizagdo e degradagao da proteina
BRAF.
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8. ANEXOS

8.1 Protocolo CEP/ ACCG N° 049/ 2010

PROTOCOLO CEP/ACCG N" 0492010 Goiania, 02/12/2010

INVESTIGADOR (A) RESPONSAVEL (IES): Dra. Vera Aparccida Saddi
PESQUISADORA PARTICIPANTE: Dra. Isabela Jubé Wastowski

TITULO: Mecanismos moleculares envelvidos no escape imunoiogico de tumores.
| -4

Avea Temitica: Grupo | — Genética Humana
Area de Conhecimento: Ciencias da Saude/Medicina

Local de Realizacio: Hospital Aradjo Jorge/ACCG /Setor de Cabega ¢ Pescogo,
Departamento de Pele ¢ Tarax e Sctor de Anatomia Patologica.

Intormamos gque o Comiié de Etica 2m Pesquisa da ACCG analisou ¢ aprovou o projeto de
Pesquisa acima referido. juntame:te com os documentos apresentados e 0s mesmos feram

considerados em acorde com as principios €ticos vigentes,

Nio ha necessidade de vguardar o parccer da CONEP — Comissiio Naocional de Ftica em

Pesguisit pari imicinr g pesgu:sas

O Pesquisador responsavel devera encaminhar ao CEPACCL, relatorios semestrais do

andamento da pesquisa, encerramento, conclusio (Ses), resultados ¢ publicagio (Ses).

O CEPIACCG pode. a gualquer momente, fazer escolha aleatoria de estudo em
desenvolvimento para avaliagho ¢ verificagiio do cumprimento das normas do Resolugio

196/96 ( Manua! Operaciona! Para Comités de Etica em pesguisa — iiem 13

(62} 38787000 | 3243-7000

Risa 239, n? 200, St Universitarie

R - Goldnia - Guigs - Brasd - CEP 74.605-070
ASSOCIACAD DE COMBATE AU CANCER EMGOIAS  www.accq.or0.br
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8.2 Aspectos Clinicopatolégicos das doencgas da tireéide-SAP-HAJ

-
ASPECTOS CLINICOPATOLOGICOS DAS DOENGAS DA TIREOIDE « SAP ~ HAJ

IDENTIFICAGAO
Prontudrio: Data do Nascimento: ) )

Nome do Paclents: kiade:

Procedéncia: Data do diagnéstica: . /|

Endeoreco o Toiefone: 3

Género: {1} ~ Mascuno (2} ~ Femininc
DIAGNASTICO

Disgnéstico Citologico (P.AAF) (| )=Nio { )=Sm, Padria
(1) Papi¥tero (2) Folicular (3] Hurtle (4) Meaular {8} IncMevrencado
(6) Inflamatorio (7) Suspeito

Conduta:

Hipotese diagnostca:

Bidpsia de Congelagso: { )=Nko ( )=Sm
Disgndatico Mistopatoldgico { )=No ( )=Sm Paordo

(1) Neoplasia {2) Subtipo tumoral {3) Bécio (4) Cisto (5) Tircidite

{1.1) Folcular (2.1) Usuad 15.1) - Aguaa
{1.2) Papilar {2.2) Célutas ahas (5.2} -~ Sub-aguda
(1.3) Medutar (2 3) Columar % 3) = Hashimoto
(1 4) iIndierencada {2 &) Esclercee dfusa

{1.5) Anapasica {2 5) Hurte

(1.6) Metastitica (2 8) Variante imaulsr

CARACTERISTICAS TUMORAIS:
Tamanhe da Pega Peso da Peca
Coloragio co Matenal Consistdnos.
Tamanhe 0o Tumor
Localzagao {10 (EFLE (3 lstmo Biateral:
Extensdo extracapaular: {0) - Nfo (1) - 8im
Irvasho Vasculas (0)-Nado (*)-Sm. ___________
Atpia Nuchear: (1) = Baixa (2) = Mocerada {3} - Acentuads
Grau hatologce -1 @-1 -
{0) — Nko (1) - Sim, quanios? em
Linfoncaos Madiastingis acometoos (0} = N@c (1)~ Sm guantos? am
Inuno-Histoquimica: { )=N3o | |} =Sén, Anticorpos o resultados:

ACH
ACZ
Estadiamento Clinico: () =1 @2i=n 3 ) v
Historia Familiar de Cncer de Tirdide: (0} - Nac [t)-Sm,

METODOS DE IAGNOSTICO UTILIZADOS E RESULTADOS:
(1} «Diagndstico clinice: em__ I/
?) -UsS [ O S A
(3} - PAAF om__ 0 J
(4) - Cntilograta | |, o R (S
{8) - Outro: [ T G S
TRATAMENTO CIRURGICO: (1) - Tiodactomaa tatal{2) - Tiraldoctoma parsinl

{3) - lstmoctoma {4) - Lotecloma  {5) - De=sacgdo nodal

0) - Totshzachs (7) = Lobeztomia + Istmeciornia
SEGUIMENTO DO PACIENTE:
( )= Obito Data do dbia ; :
{ )= Vivo, com evidéncia da recdva Dats ds recidne LA
() - Vive. sam wvidéacis da duengs Oatadodbimoconide ¢ 1
Irtervals Livre de Doonga Sabeevida:
Dados Costudus e __J/____/____ Bt
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