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RESUMO

Introducdo: A oncogénese tireoidiana frequentemente envolve a ativagdo constitutiva da via
RAS-RAF-MEK-ERK. A mutacdo BRAFY%E contribui para a sua ativacdo etem sido
considerada o evento oncogénico mais frequente docarcinoma papilifero de tireoide(CPT).
Estudos clinicos e experimentais tém predominantemente demonstrado associacdo positiva
entre a presenca da mutacdo BRAFY%E ¢ mau prognostico do CPT. No entanto, alguns
estudos ndo constataram esta associacgdo, indicando que ainda ha discrepancias e variabilidade
nos resultados obtidos. Objetivos: Determinar a prevaléncia da mutacio BRAFV®%E em casos
consecutivos de CPT em pacientes diagnosticados e tratados no Hospital S&o Rafael,
Salvador-Bahia-Brasil e associar a presenca da mutacdo com aspectos clinicopatoldgicos
conhecidos do CPT e risco de recorréncia segundo protocolos do Consenso Brasileiro e a
American Thyroid Association. Metodologia: Estudo retrospectivo de 135 casos consecutivos
de CPT. Extracdo de DNA de tecido tumoral parafinado. Reacdo em cadeia da polimerase e
sequenciamento direto do exon 15 do gene BRAF. Dados clinicos e patoldgicos foram obtidos
através da revisdo de prontuarios fisicos e eletronicos. A positividade da mutacdo BRAF600E
foi confrontada com os aspectos clinicopatolégicos dos pacientes utilizando Teste de Qui-
Quadrado e analise multivariada de regressao logistica.Resultados: A prevaléncia da mutacéo
BRAFVS%E foi de 65,1% (28/43). A mutacdo BRAFV5%E esteve positivamente associada com
idade avangada (40,96 + 13,69 vs 29,73 + 10,18; P = 0,008) e negativamente com presenca de
tireoidite de Hashimoto (TH) (25% vs 66,7%; P = 0,008). Contudo, o efeito independente foi
somente observado para TH (OR: 0,14; P = 0,024). Neste estudo, ndo foram observadas
associacfes com o sexo do paciente, historia familiar, subtipo histolégico, tamanho tumoral,
multifocalidade, invasdo vascular, metéstases linfonodais e & distancia, estadio clinico
avancado (TNM/AJCC) e risco de recorréncia tumoral.Concluséo: A prevaléncia da mutagédo
BRAFV%%Efoj semelhante & apresentada em estudos prévios. A mutacdo BRAFY%E njo
esteve associada com a maioria dos aspectos clinicopatologicos investigados. Tireoidite de
Hashimoto esteve negativamente associado com a mutagio BRAFV600E,
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ABSTRACT

Background: Thyroid oncogenesis often involves constitutive activation of the RAS-RAF-
MEK-ERK pathway.BRAFV®E mutation contributes to this activation and has been
considered the most frequent oncogenic event in papillary thyroid carcinoma (PTC). Clinical
and experimental studies have predominantly demonstrated positive association between
presence of BRAFVE mutation and poor PTC prognosis. However, some studies have not
found this association, so there still are discrepancies and variability in the results obtained.
Obijectives: To determine the BRAFY®%E mutation prevalence in consecutive cases of PTC in
patients diagnosed and treated at Sdo Rafael’s Hospital, Salvador-Bahia-Brazil, and associate
its presence with known clinicopathological aspects of PTC and recurrence risk according to
Brazilian's Consensus and American Thyroid Association guidelines. Methods: Retrospective
study of 135 consecutive cases of PTC. DNA extraction from paraffin-embedded tumor
tissue. Polymerase chain reaction and direct sequencing of exon 15 ofBRAF gene. Clinical
and pathological data were obtained through review of physical and electronic records.
BRAFV8E mutation positivity was confronted with the clinicopathological features of
patients using chi-square test and multivariate logistic regression analysis. Results:
BRAFVS%E mutation prevalence was 65.1% (28/43). BRAFV%E mutation was positively
associated with older age (40.96 = 13.69 vs 29.73 £+ 10.18, P = 0.008) and negatively with the
presence of Hashimoto's thyroiditis (HT) (25% vs 66.7%; P = 0.008). However, the
independent effect was only observed for HT (OR: 0.14, P = 0.024). In this study,
associations with patient gender, familial history, histologic subtype, tumor size,
multifocality, vascular invasion, lymph node and distant metastases, advanced clinical stage
(TNM/AJCC) and risk of tumor recurrence were not observed. Conclusion: BRAFY60E
mutation prevalence was similar to the presented in previous studies. BRAFV®%E mutation
was not associated with most clinicopathological aspects investigated. Hashimoto's thyroiditis
was negatively associated with BRAFVE mutation.

Keywords: thyroid cancer; papillary thyroid carcinoma; BRAFV®%E mutation
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1 INTRODUCAO

Apesar da taxa de prevaléncia baixa em rela¢do a outros tipos de tumores malignos,
o cancer diferenciado de tireoide (CDT) representa a neoplasia enddcrina mais frequente em
humanos (SHERMAN, 2003). Nao obstante, a epidemiologia da doenca tem demonstrado
aumento expressivo em sua taxa de incidéncia nas ultimas décadas (KILFOY et al, 2009;
FERLAY et al, 2010). No Brasil, o Instituto Nacional do Céancer (INCA) estima que ao final
de 2014 haverd o diagnostico de 9.200 casos novos de CDT, com risco estimado de 8 casos
para cada 100.000 mulheres (BRASIL, 2014).

Os tumores malignos da tireoide classicamente se originam a partir de dois tipos
celulares: das células foliculares, derivando os carcinomas bem diferenciados; pouco
diferenciados e indiferenciados; e das células parafoliculares, que dao origem ao carcinoma
medular. Os carcinomas bem diferenciados compreendem as neoplasias tireoidianas mais
frequentes e englobam o carcinoma papilifero e o carcinoma folicular da tireoide
(SHERMAN, 2003; FAQUIN, 2008). O carcinoma papilifero da tireoide (CPT) representa o
tipo histoldgico mais frequente, compreendendo mais de 85% das neoplasias malignas que
acometem a tireoide (NIKIFORQOV, 2012; DAVIES, L.; WELCH, 2014). De fato, a grande
incidéncia atual do CDT deve-se sobretudo ao aumento do numero de casos de CPT,
particularmente microcarcinomas papiliferos (PELLEGRITI et al, 2013).

No geral, o CPT representa um tumor tipicamente indolente que apresenta
progndstico clinico relativamente mais favoravel quando comparado a outros tipos de tumores
malignos tireoidianos (GIMM, 2001; SHERMAN, 2003). O tratamento inicial padréo, que
consiste na indicacdo de tireoidectomia total e ablacdo com radioiodo para casos selecionados,
é eficaz principalmente quando o diagndéstico é precoce (PACINI et al, 2006; COOPER et al,
2009; ROSARIO et al, 2013). No entanto, apesar da baixa taxa de mortalidade por CPT,
alguns casos podem apresentar extensdo extratireoidiana (ETE) e metastases locais ou a
distdncia, podendo progredir para estagios inoperaveis e ndo responsivos ao radioiodo. A
recorréncia geral do CPT ainda é considerada alta, podendo atingir 15 a 30% dos casos em 5-
20 anos de follow-up (MAZZAFERRI; JHIANG, 1994; HAYAT et al, 2007; SHEN et al,
2010; CONZO et al, 2013; KIM, S. J. et al, 2014). Sendo assim, um dos mais relevantes focos

de pesquisa clinica atual é a prevencdo e a reducédo de recorréncias.
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A fim de reduzir a taxa de recorréncia, bem como a mortalidade, por CDT, as
principais sociedades cientificas da area de Endocrinologia do mundo criaram guidelines que
permitem orientar o manejo clinico dos pacientes diagnosticados (PACINI et al, 2006;
COOPER et al, 2009; ROSARIO et al, 2013). Atualmente, a estratificacdo de risco de
recorréncia ¢ a principal ferramenta para a determinacéo da melhor conduta terapéutica, sendo
geralmente baseada em critérios clinicopatologicos. De fato, estudos clinicos tém
demonstrado que uma variedade de aspectos clinicopatologicos podem influenciar o
prognostico do CPT, tais como idade ao diagnostico, sexo, tamanho tumoral, ETE, metastases
locais ou a distancia (HAMZANY et al, 2012; JONKLAAS et al, 2012; ITO et al, 2014).
Além disso, algumas variantes histologicas do CPT possuem reconhecida maior
agressividade, tais como a variante de células altas, variante de células colunares e variante
esclerosante difusa (SILVER et al, 2011). Apesar da comprovada associacdo destes aspectos
progndsticos com o aumento do risco de doencga agressiva, estes ndo sdo suficientemente
precisos e, em sua maioria,sdo reconhecidas apds o tratamento cirargico inicial. Isto dificulta
0 manejo clinico adequado dos pacientes, sobretudo na decisdo entre condutas terapéuticas
menos ou mais agressivas. Desta forma, a biologia molecular tem apontado direcdes

inovadoras que prometem otimizar o manejo do CDT.

Nos ultimos anos houve grande avanco no entendimento dos eventos oncogénicos
responsaveis peloinicio e progressao do CDT. Em relacdo a patogénese molecular do CPT,
ganharam destaque as alteracGes genéticas da via de sinalizacdo da MAPK (mitogen-activated
protein kinase), compreendendo mutagdes pontuais nos genes BRAF(V-raf murine sarcoma
viral oncogene homolog B1) e RAS(rat sarcoma), e rearranjos cromossémicos no oncogene
RET (rearranged during transfection) (GRECO et al, 2009; BHAIJEE; NIKIFOROV, 2011).
As alteracOes mais prevalentes atingem o gene BRAF, sendo identificadas em 40-45% dos
casos (KIMURA et al, 2003, OLER; CERUTTI, 2009). A proteina BRAF (v-raf murine
sarcoma viral oncogene homolog B) possui atividade serina-treonina quinase e pertence a
familia RAF (DHILLON et al, 2007). MutacGes ativadoras do gene BRAF ocorrem em amplo
espectro de tumores humanos, predominantemente melanoma, e com menos frequéncia em
carcinoma intestinal e de ovério (DAVIES, H. et al, 2002).

Em 2003, foi descrito que a mutagdo BRAFTY%A (referido inicialmente como
mutacdo no nucleotideo 1796) seria a alteracdo genética mais predominante no CPT
(KIMURA et al, 2003). A mutagdo BRAF™**promove a traducdo de uma proteina BRAF

cuja regido quinase apresenta-se constitutivamente ativa, através da substituicdo de valina
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para acido glutdmico no aminoécido 600 (V600E). Esta alteracdo desencadeia a ativacdo da
via de transducdo de sinal da MAPK, potencializando a transformacdo maligna (XING et al,
2005). Estudos subsequentes confirmaram a alta prevaléncia da mutagio BRAFT%A em
CPT, assim como o fato de que a mutacdo estd presente quase que exclusivamente neste tipo
histolégico, ndo sendo observado em outros tipos de carcinomas bem diferenciados da
tireoide (KIMURA et al, 2003; NIKIFOROVA et al, 2003; XING et al, 2005). Esta alta
prevaléncia e especificidade da mutagio BRAFV8E em CPT sugere seu provavel papel na
oncogénesee patogénese tumoral, com a possibilidade de utilizagiocomo marcador molecular
progndstico atil do CPT (XING, 2007).

Em relacio ao papel progndstico da mutacio BRAFY®%E uma série de estudos clinicos
demonstraram associacdo entre a mutacdo e aspectos clinicopatolégicos de prognéstico do
CPT(NAMBA et al, 2003; NIKIFOROVA et al, 2003; TROVISCO et al, 2005; XING et al,
2005; FUGAZZOLA et al, 2006; GRIFFITH et al, 2006). Estudos também apontam
prevaléncia ainda mais elevada em subtipos histoldgicos mais agressivos, como a variante de
células altas (SHERMAN, 2003; MACIEL; KIMURA; CERUTTI, 2005; HAYAT et al, 2007,
MAZZAFERRI et al, 2007). Ainda, nos tumores de maior agressividade, como CPT pouco-
diferenciado e carcinoma anaplasico com focos de tumor papilifero, € relativamente comum
encontrar a mutacido BRAFV8%E  sugerindo possivel participacio de BRAF no processo de
progressdo e na agressividade tumoral (MACIEL et al, 2005, CARLING; OCAL,
UDELSMAN, 2007). Reforcando a ideia, o papel oncogénico da mutagdo BRAFY®%foj
reproduzido e investigado em modelo experimental, mostrando maior agressividade tumoral
do CPT e indiferenciacdo celular com evolucdo para subtipo de carcinoma pouco
diferenciado, de perfil ainda mais invasivo (GHOSSEIN; LIVOLSI, 2008; OLER; CERUTTI,
2009).

No entanto, ainda ndo ha consenso em relacdo ao real papel bioldgico da mutacao
BRAFV8Ecomo fator progndstico tumoral. Uma série de estudos foi incapaz de constatar
associacdo clinica significativa entre a presenca da mutagdo e comportamento clinico do CPT
(ITO et al, 2009; SHEU et al, 2009; AHN et al, 2012; GOUVEIA et al, 2013; BARBABO et
al, 2014). Sobretudo, outras analises mais recentes ndo foram concordantes ao demonstrar
associacdo da mutacio BRAFY®E com comportamento bioldgico de maior recorréncia,
progressao clinica e falha terapéutica em variantes agressivas do CPT, sugerindo, portanto, a
possibilidade de simples relacdo indireta entre a presenca da mutacdo e 0s subtipos
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histoldgicos mais agressivo (KIMURA et al, 2003; NIKIFOROVA et al, 2003; RIVERA et al,
2008; RICARTE-FILHO et al, 2009).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CANCER DE TIREOIDE

2.1.1 Epidemiologia

Muito comum na pratica clinica, o nddulo tireoidiano constitui a principal manifestacao
de grande parte das doencas tireoidianas. A prevaléncia do nodulo tireoidiano palpavel na
populacdo é de 4 a 7% nas mulheres e 1% nos homens (MAZZAFERRI, 1992). Apesar da
maioria dos casos representar lesbes benignas (bocios, adenomas atoxicos e adenomas
hiperfuncionantes ou tdxicos), a grande importancia no manejo dos nddulos tireoidianos
reside no fato de que 5 a 10% dos casos sdo neoplasias malignas (PAPINI et al, 2002;
ROSARIO et al, 2013).

O céancer de tireoide representa a neoplasia endocrina mais comum, compreendendo 1%
de todos os tipos de cancer diagnosticados em paises ocidentais (SHERMAN, 2003). Apesar
da sua relativa baixa prevaléncia em relacdo a outras neoplasias, houve nas Gltimas décadas
aumento gradativo da incidéncia do cancer de tireoide na maior parte do mundo. Segundo 0s
registros da série “Incidéncia do Cancer em Cinco Continentes” (Cancer Incidence in Five
Continents), publicada pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (Internacional
Agency of Research on Cancer), o aumento da taxa de incidéncia do cancer de tireoide entre
0s anos de 1973 e 2002 foi reportado na maioria das popula¢Oes estudadas de diferentes
regides geograficas (KILFOY et al, 2009; FERLAY et al, 2010).No Brasil, Veiga e
colaboradores (2013) observaram que as taxas de incidéncia do cancer de tireoide na cidade
Sdo Paulo obtidas através Registro de Cancer de Base Populacional de Sdo Paulo aumentaram
5,2% ao ano entre 1997 e 2008.

Dados do programa estadunidense Vigilancia, Epidemiologia, e Resultados Finais
(Surveillance, Epidemiology, and End Results; SEER) indicaram que o céncer de tireoide

representa a neoplasia maligna de mais rapido crescimento nos ultimos anos, atingindo taxa
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de 6,3% de incidéncia por ano (HOWLADER et al, 2014). A Figura lapresenta um grafico
que indica as taxas de incidéncia e mortalidade do cancer de tireoide obtidas a partir dos
dados do programa, entre os anos de 1975 e 2010 (HOWLADER et al, 2014).

Figura 1: Gréfico das taxas de incidéncia e mortalidade do cancer de tireoide nos Estados
Unidos entre os anos de 1975 e 2010.

Taxa por 100.000 habitantes

,
¢
976
-
1981

Fonte: Elaborado pela autora. Dados do programa SEER (HOWLADER et al, 2014).

Apesar do gradual aumento da incidéncia, as taxas de mortalidade do cancer de tireoide
mantiveram-se relativamente baixas e estaveis ao longo das Ultimas décadas em outros paises
desenvolvidos (BURGESS, 2002; FERLAY et al, 2013; JUNG et al, 2013; SHAW;
SEMENCIW; MERY, 2014). No Brasil, Coeli e colaboradores realizaram um estudo
epidemioldgico no qual analisou dados provenientes do Sistema de Informagdes sobre
Mortalidade, disponiveis no DATASUS do Ministério da Saude (www.datasus.gov.br), e dos
Registros de Cancer de Base Populacional, que indicaram inclusive reducdo dos indices de
mortalidade por cancer de tireoide no pais ao longo das ultimas décadas (COELI et al, 2005).
Este achado esta em conformidade com estudo epidemiol6gico mais recente, que apontou
diminuicdo da taxa de mortalidade por cancer de tireoide na cidade de S&o Paulo entre 1997 e
2008, de 0,53 a 0,37 (VEIGA et al, 2013). Apesar da reducdo da mortalidade reportada no
pais, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) ja estima que ao final do ano de 2014 havera
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incidéncia aproximada de 8 casos de cancer de tireoide para cada 100.000 mulheres (Tabela
1), levando a doenca a ocupar a quinta posicdo de cancer mais incidente entre as mulheres no
Brasil (BRASIL, 2014).

Tabela 1 — Distribuicéo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes no Brasil estimados para
0 ano de 2014 entre homens e mulheres pelo INCA.

Localizacao primaria casos % Localizagao primaria casos %

Prostata 68.800 22 8% Homens Mulheres  Mama Feminina 57.120 20,8%

Traqueia, Bronquio e Pulmao 16.400 54% ; Cdlon e Reto 17.530 6,4%

Célon e Reto 15.070 50% Colo do Utero 15.590 57%

Estdbmago 12.870 43% Traqueia, Bronquio e Pulmao  10.930 4.0%

Cavidade Oral 11.280 37% Glandula Tireoide 8.050 2,9%

Esbfago 8.010 2,6% Estdmago 7.520 2.7%

Laringe 6.870 23% Corpo do Utero 5.900 2,2%

Bexiga 6.750 2.2% Ovario 5.680 2,1%

Leucemias 5.050 1,7% Linfoma nao Hodgkin 4.850 1,8%

Sistema Nervoso Central 4.960 16% Leucemias 4.320 1,6%

*Nlmeros arredondados para 10 ou miltiplos de 10.

Fonte: BRASIL (2014, p. 55).

O aumento significativo da incidéncia do CDT no mundo pode estar relacionado ao
aumento da sensibilidade de técnicas diagnosticas e exames de imagem que permitem a
deteccdo de tumores pequenos e subclinicos (KENT et al, 2007; MORRIS et al, 2013; YOO
et al, 2013; DAVIES, L.; WELCH, 2014). Contudo, alguns estudos e especialistas da area de
Endocrinologia argumentam que houve aumento real da incidéncia do CDT, onde
possivelmente existem outros fatores contribuintes além da deteccdo aprimorada da doenca
(LI, N. et al, 2013; PELLEGRITI et al, 2013; VEIGA et al, 2013). Quando assumido que a
deteccdo precoce e melhor monitoramento séo as Unicas causas do aumento da incidéncia do
CDT, o aumento do nimero de microcarcinomas (tumores < 1 centimetro) deveria também
ser acompanhado do declinio da incidéncia de tumores grandes e mais avangados, 0 que nao
foi observado em alguns paises industrializados (CHEN, A. Y.; JEMAL; WARD, 2009;
ENEWOLD et al, 2009; REGO-IRAETA et al, 2009; HUGHES et al, 2011; SIMARD et al,
2012). Embora também possam ser admitidas diferencas na intensidade do rastreio de doencas
neoplasicas de acordo com a idade e sexo do individuo, Zhu e colaboradores (2009)
constataram que a razdo de incidéncia do CDT do sexo feminino para o masculino variou
entre 2,01 a 3,07 durante o periodo entre 1973-2004, de acordo com os dados do programa
SEER. Quando avaliado o efeito de coortes de nascimento ajustados por sexo, as geragoes
mais recentes apresentaram maior incidéncia da doenca, sugerindo possiveis alteraces na

exposicéo a fatores de risco que propiciam o desenvolvimento do CDT (ZHU et al, 2009).
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Quando avaliada a populacdo da cidade de Sdo Paulo, Veiga e colaboradores (2013)
constataram que a razdo de incidéncia do sexo feminino para o masculino, entre 1997 e 2008,
foi maior quando comparada a razdo apresentada pelos dados do programa SEER (4,17 vs
3,10, respectivamente). Além disso, as taxas de incidéncia do CDT aumentaram
significativamente entre os individuos com idade inferior a 50 anos, tanto em mulheres quanto
em homens (6,5% e 7,5%, respectivamente; P = < 0,05), em contraste aos achados do
programa SEER, que constatou maior aumento entre os individuos com idade superior a 50
anos (VEIGA et al, 2013).0 contraste dos achados observados entre as duas regides
geogréficas e étnicas podem sugerir que fatores externos distintos podem estar incidindo
sobre estas populagdes. Além disso, cabe destacar queo impacto da evolucdo e da adesdo dos
exames diagnosticos deveria também compreender o aumento da detec¢do demaior variedade
de neoplasias, cujas taxas de incidéncia ndo sofreram aumentos rapidos e significativos nas
ultimas décadas tanto quanto a observada, por exemplo, em CDT (Tabela 2) (PELLEGRITI et
al, 2013; HOWLADER et al, 2014).

Tabela 2 — AlteracGes nas taxas de incidéncia do cancer por tipo ou sitio neoplasico primario de
acordo com dados do programa SEER.

Casos por 100.000
habitantes
Tipo ou Sitio neoplasico primario 1975 2011 Alteracdo (%)
Figado e ducto biliar intrahepético 2,64 8,35 (+) 216,28
Tireoide 4,85 14,71 (+) 203,29
Melanoma 7,89 22,74 (+) 188,21
Sarcoma de Kaposi 0,23 0,64 (+) 178,26
Rim e pelve renal 7,08 15,28 (+) 115,82
Linfoma ndo Hodgkin 11,07 19,63 (+) 77,32
Testiculo 3,73 5,88 (+) 57,64
Mesotelioma 0,63 0,95 (+) 50,79
Prostata 94 139,89 (+) 48,82
Mieloma 4,9 6,67 (+) 36,12
Mama 105,07 129,56 (+)23,30
Sistema nervoso 5,85 6,47 (+)10,59
Es6fago 4,14 4,45 (+)7,48
Leucemia 12,8 13,66 (+) 6,71
Pulmao e brénquio 52,24 55,5 (+) 6,24
Bexiga urinaria 19,32 20,13 (+) 4,19
Pancreas 11,84 12,3 (+) 3,88
Linfoma Hodgkin 3,09 2,71 (-) 12,29




22

Cavidade oral e faringe 13,21 11,18 (-) 15,36
Corpo do utero 35,47 27,05 (-) 23,73
Ovario 16,32 12,09 () 25,92
Colon e reto 59,53 39,3 (-) 33,98

Continuacao na proxima pagina

Tabela 2 — Alteraces nas taxas de incidéncia do cancer por tipo ou sitio neoplasico primario de
acordo com dados do programa SEER (Continuacao).

Casos por 100.000
habitantes
Tipo ou Sitio neoplésico primério 1975 2011 Alteracao (%)
Estbmago 11,67 7,17 (-) 38,56
Laringe 5,02 2,93 (-) 41,63
Colo de Utero 14,79 6,73 (-) 54,49

Fonte: Elaborado pela autora. Dados do programa SEER (HOWLADER et al, 2014).

2.1.2 Classificagao geral dos tumores tireoidianos

Os tumores malignos da tireoide sdo classificados por tipos e subtipos histoldgicos
gue possuem histogénese, caracteristicas e progndésticos distintos. Segundo a categorizagdo
atual estabelecida pela Organizacdo Mundial de Saude, os tumores tireoidianos sédo divididos
em tumores primarios e secundarios, estes representando uma categoria incomum de
metastases para a tireoide originarias de outros tumores (DELELLIS et al, 2004;
NIKIFORQV, 2012). A maioria dos tumores tireoidianos primarios possuem origem epitelial,
enguanto que as neoplasias nao-epiteliais sdo consideradas eventos raros (SNIEZEK;
HOLTEL, 2003; BALOCH; LIVOLSI, 2008). Classicamente os tumores epiteliais da tireoide
podem se originar a partir de dois tipos celulares: das células foliculares, que abrangem tanto
lesGes benignas (adenoma folicular) quanto lesdes malignas (carcinomas bem diferenciados;
pouco diferenciados e indiferenciados); e células C (carcinoma medular de tireoide; CMT)
(NIKIFOROQV, 2012). Os tumores malignos derivados das células foliculares compreendem
as neoplasias tireoidianas mais frequentes (SHERMAN, 2003; FAQUIN, 2008).

O CDT é o mais predominante e enquadra CPT e o carcinoma folicular da tireoide

(CFT). Existe questionamento quanto a possibilidade do CFT surgir a partir da transformacéo
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maligna de adenomas pré-existentes ou de novo, ignorando uma fase de pré-malignidade.
Quanto aos carcinomas pouco diferenciados (CPDT) e carcinomas indiferenciados (carcinoma
anaplasico de tireoide; CAT), acredita-se que ambos podem surgir tanto de novo quanto a
partir da desdiferenciacdo de CDT (Figura 2) (NIKIFOROV, 2012).

Figura 2 — Representacdo esquematica da progresséao e desdiferenciacdo dos tumores derivados de
células foliculares tireoidianas.
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diferenciado diferenciado

Fonte: adaptado de Nikiforov (2012, p. 110).

2.2 CARCINOMA PAPILIFERO DE TIREOIDE

2.2.1 Aspectos clinicopatologicos

O CPT representa o tipo histoldgico mais frequente do CDT, compreendendo mais
de 85% das neoplasias que acometem a glandula (DAVIES, L., WELCH, 2014). A
epidemiologia do cancer de tireoide tem demonstrado que o aumento da incidéncia da doenca
estd associado quase exclusivamente ao diagnostico de CPT, ndo afetando significativamente

as taxas de incidéncia de outros tipos histolégicos da doenga (Figura 3) (TRIMBOLI et al;
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2006; ALBORES-SAAVEDRA, et al, 2007; ENEWOLD et al, 2009; ASCHEBROOK-
KILFOY et al, 2013; PATHAK et al, 2013).

Figura 3 — Gréfico da incidéncia do cancer de tireoide e de seus tipos histolégicos mais frequentes a
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Fonte: Adaptado de Louise Davies e Welch (2014, p. 3).

Apesar de ainda ndo haver uma definicdo sobre a etiologia do CPT, algumas condicdes

podem predispor um individuo a desenvolver a doenca e, inclusive, contribuir para 0 aumento

da sua incidéncia. Estudos epidemioldgicos tém apontado que a interacdo de alguns fatores

envolvidos com pré-disposicao genética, meio ambiente e com o proprio metabolismo do

organismo podem ser determinantes para o desenvolvimento dos tumores tireoidianos.

Apesar da maioria dos casos de CPT possuir origem esporadica (ITO et al, 2009b;

NOSE, 2011), esta bem estabelecido que histéria familiar de CDT é um fator de risco de
malignidade reconhecido (PACINI et al, 2006; COOPER et al, 2009; ROSARIO et al, 2013).
Estudos populacionais ja demonstraram que o risco de CDT é maior em individuos que
possuem parentes de primeiro grau acometidos (FRICH; GLATTRE; AKSLEN; 2001,
CHARKES, 2006; GOMES et al, 2011; XU, L. et al, 2012). Alguns casos familiares de CPT
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estdo associados a polipose adenomatosa familiar, uma forma de céancer hereditéario
caracterizado pela formacdo de adenomas colorretais (PLAIL et al, 1987; CETTA et al,
1998). Os tumores papiliferos de pacientes afetados pela sindrome muitas vezes exibem
caracteristicas histologicas distintas, com areas de morfologia cribiforme e componentes de
células fusiformes (HARACH; WILLIAMS; WILLIAMS, 1994; SORAVIA et al, 1999;
DONNELLAN; BIGLER; WEIN, 2009). A polipose adenomatosa familiar envolve mutagdes
germinativas inativadoras do gene supressor tumoral APC (adenomatous polyposis coli)
(LEE, S. et al, 2004; UCHINO et al, 2006). Dados na literatura indicam que a oncogénese
tireoidianamediada por alteracbes no gene APC pode ocorrer através da ativacdo da [-
catenina, um dos efetores da via de sinalizagdo WNT (wingless-type) (XU, B. et al, 2003),
como também pela interacdo do gene mutante com alteracdes nos genes RET/PTC e p53
(SORAVIA et al, 1999).

A exposicdo prévia a radiagdo ionizante étambém fator de risco para o desenvolvimento
do CPT. A literatura expBe casos relacionados a radiacdo médica, proveniente de técnicas
diagnosticas e tratamentos radioterapicos na regido da cabeca e pescoco (JONG et al, 1991;
JERECZEK-FOSSA et al, 2004), bem como ap0s exposi¢cdo a radiacdo proveniente de
acidentes com armas nucleares e envolvendo reatores nucleares (TAKAHASHI et al, 2003;
IMAIZUMI et al, 2006; NIKIFORQV, 2006). Em ambos 0s casos, 0 risco € mais proeminente
guando a exposicdo ocorre durante a infancia ou adolescéncia (RON et al, 1995;
FURUKAWA et al, 2013).

Um fator de risco bastante discutido € a ingestdo de iodo. Apesar da relevancia do
consumo de iodo para o desenvolvimento de CDT ainda permaneca indefinida, estudos
experimentais demonstraram que animais submetidos a dieta restritiva prolongada de iodo
obtiveram maior risco de desenvolver a doenga em comparagdo ao grupo controle
(FORTNER; GEORGE; STERNBERG, 1960; SCHALLER; STEVENSON, 1966). O
desenvolvimento da doenca foi associado ao aumento dos niveis de TSH, maior fator de
crescimento das células foliculares tireoidianas, causado pela deficiéncia de iodo. No entanto,
0 aumento significativo do risco de CDT né&o foi observado em humanos residentes em areas
de deficiéncia de iodo (FELDT-RASMUSSEN, 2001). O que se observa é que em areas de
deficiéncia de iodo ha maior incidéncia de CFT e CAT, engquanto em areas de alto consumo
de iodo a frequéncia de CPT é maior (FRANCESCHI, 1998; KNOBEL; MEDEIROS-NETO,
2007).
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Sobrepeso e/ou obesidade tém sido associados ao desenvolvimento e progressdo de
diversos tipos de neoplasias (VIGNERI et al, 2006; WOLIN; CARSON; COLDITZ, 2010).
Em relacdo ao CDT, recente meta-analise de estudos observacionais reportou associacao entre
excesso de peso e tumores tireoidianos (ZHAO et al, 2012). No entanto, 0s mecanismos
patofisiologicos envolvidos nesta associacao ainda permanecem incertos. Considerando que a
obesidade trata-se de uma doenca multifatorial, as causas da contribui¢do para a oncogénese
tireoidiana tém sido discutidas na literatura. Em reviséo recente, Marcello e colaboradores
(2014) destacaram a resisténcia a insulina como provavel elemento etiopatogénico na
associacao entre a obesidade e CDT. Resisténcia a insulina se refere a uma condicdo onde a
sensibilidade das células a acdo da insulina estd reduzida, de modo que as células B
pancreaticas possam a produzir maiores niveis de insulina como mecanismo compensatorio,
culminando na hiperinsulinemia. Rezzdénico e colaboradores (2009) observaram alta
prevaléncia de resisténcia a insulina em pacientes com CDT quando comparado ao grupo
controle (50% vs 10%; P = < 0,001). Insulina participa da regulacio da expresséo génica nas
células tireoidianas, estimulando a diferenciacdo e a proliferacdo celular. Ativacdo dos
receptores de insulina resulta na fosforilacdo e recrutamento de varias moléculas que ativam
as vias de sinalizacdo celular das MAPKSs e do fosfatidilinositol-3-cinase (phosphoinositide 3-
kinase; PI3K), eventos geralmente envolvidos na proliferacdao e sobrevivéncia celular (GUO,
2014). Contudo, importa considerar o efeito da hiperinsulinemia sobre 0 aumento das taxas de
incidéncias do cancer de tireoide também deveria ser observado em outros 6rgaos, cujas taxas
de incidéncia de cancer ndao aumentaram de maneira significativa (como discutido no topico
2.1.1).

Em relacdo aos fatores reprodutivos, importa destacar que a propria epidemiologia do
cancer de tireoide tem demonstrado que a idade e sexo do individuo sdo fatores relacionados a
predisposicdo a doenca. A Figura 4 apresenta um grafico das taxas de incidéncia do cancer de
tireoide, ajustadas por idade e sexo, reportadas pelo programa SEER entre os anos de 2006 e
2010. Apesar da possibilidade de se manifestar em qualquer periodo da vida de um individuo,
0 CDT é considerado um evento raro durante a infancia, especialmente antes dos 10 anos de
idade (RIVKEES et al, 2011; VAISMAN; CORBO; VAISMAN, 2011). Vergamini e
colaboradores (2014) observaram que houve aumento significativo na taxa de incidéncia de
CDT em pacientes jovens entre 1984 e 2010, com taxas anuais de 3,44% e 3,81% em homens
e mulheres, respectivamente, indicando que a tendéncia do aumento da incidéncia da doenca

tambem atingiu a populagdo pediatrica. A taxa de incidéncia do CDT aumenta conforme a
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idade do individuo avanca, alcangando um pico em torno da 5% década de vida, e tende a
diminuir a partir da faixa dos 70 anos de idade (DAVIES, L.; WELCH, 2014). Quanto ao
sexo do individuo, o CDT apresenta distribuicdo equilibrada entre homens e mulheres durante
a infancia e a terceira idade. Contudo, ap6s o periodo da puberdade, é observada
predominancia significativa da doenga entre as mulheres. Dados do SEER constataram que,
do periodo entre 1975 e 2010, as taxas anuais de incidéncia do CDT por 100.000 habitantes
aumentaram de 2,39 a 7,01 em homens e de 6,15 a 21,43 em mulheres (HOWLADER et al,
2014). No Brasil, Veiga e colaboradores (2013) observaram que de 1997 a 2008 as taxas de
incidéncia da doenca na cidade de S&o Paulo aumentaram de 14,80 a 23,11 em mulheres e de
3,64 a 5,49 em homens.

Figura 4 — Gréfico das taxas de incidéncia do cancer de tireoide reportadas nos Estados Unidos entre
2006-2010, ajustadas por idade e sexo.

Fonte: Elaborado pela autora. Dados do programa SEER (HOWLADER et al, 2014).

A predominéncia da doenca no sexo feminino durante o periodo reprodutivo, corrobora
o indicio de que fatores hormonais femininos possam estar envolvidos na patogénese do CDT
(MACK et al, 1999; CHAN et al, 2006; CHEN, G. G. et al, 2008).Apesar da contribuicdo do
estrogénio para a oncogénese tireoidiana ainda ndo estar definida, diversos estudos buscaram

elucidar o papel do estrogénio na iniciagdo e progressao do cancer de tireoide. Ha evidéncias
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de que o estrogénio pode influenciar a proliferagdo celular através da inducdo da expressao de
diversos proto-oncogenes, tais como c-jun(v-jun avian sarcoma virus 17 oncogene homolog), C-
myc(v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog) e c-fos(FBJ murine osteosarcoma
viral oncogene homolog), bem como de fatores de crescimento e ciclinas (SANTIN;
FURLANETTO, 2011; RAJORIA et al, 2012).Dentre as respostas celulares mediadas pelo
horménio, cabe destacar que estudos demonstraram que a expressao e ativagdo dos diferentes
subtipos de receptores de estrogénio podem modular a patogénese da doenca ao influenciarem
a proliferacdo celular pela ativacdo de diversas vias de sinalizacdo intracelular, assim como
observado em cancer de mama (SOTOCA et al, 2008).A ligacdo do estrogénio ao receptor do
tipo alfa (estrogen receptor alpha; ERa) promoveria a proliferacdo e crescimento celular, e,
em contraste, a ativagao do ER tipo beta (ERB) promoveria agdes apoptoéticas e outras fungdes
tumorais supressivas em culturas de células (CHO, M. A. et al, 2007; ZENG et al, 2007).

Atualmente, provavelmente devido a aperfeicoamento dodiagndstico de tumores e da
deteccdo precoce, a maioria dos pacientes acometidos pelo CPT apresenta nodulo tireoidiano
assintomatico de evolucdo indolente, diagnosticado incidentalmente por ultrassonografia
(USG) e outros exames de imagem. No entanto, quando se tratam de nddulos palpaveis e
aparentes, 0s pacientes podem se queixar de dor e apresentar sintomas sugestivos de
compressdo de estruturais cervicais, tais como disfagia, rouquiddo, tosse, disfonia e estridor
(NIKIFOROV; OHORI, 2012). Além disso, alguns casos de CPT podem se manifestar como
nddulos tireoidianos associados a linfonodos metastaticos cervicais (WADA et al, 2003; KIM,
B. Y. et al, 2012; MIZRACHI et al, 2014), e, mais raramente, estar clinicamente presentes
apenas nos linfonodos cervicais (FLANAGAN et al, 2000; ANASTASILAKIS et al, 2012).

A USG cervical é ométodo diagndstico de imagem amplamente utilizado na pratica
clinica para a avaliacdo de nddulos tireoidianos suspeitos (PACINI et al, 2006; COOPER et
al, 2009; ROSARIO et al, 2013). No entanto, uma vez que a maioria dos aspectos
ultrassonograficos ndo sdo especificospara malignidade (BRITO et al, 2014), a puncéo
aspirativa por agulha fina (PAAF) é recomendada, sobretudo diante de caracteristicas
nodulares suspeitas na USG e critérios clinicos estabelecidos pela maioria dos consensos
(PACINI et al, 2006; COOPER et al, 2009; ROSARIO et al, 2013). Através da avaliacdo
citologica, a PAAF é considerada o método que melhor permite a distingdo entre lesGes
benignas e malignas, com até 95% de acuracia (MAMOON et al, 1997; MURUSSI et al,
2001; ABU-SALEM, 2003; WU; JONES; OSMAN, 2006; MENEGASSI; BORDIN). A

elevada acuracia diagndstica atribuida a PAAF diminuiu de forma significativa a taxa de
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tireoidectomias desnecessarias para pacientes com nddulos benignos, assim como passou a
triar apropriadamente os pacientes elegiveis para o tratamento cirargico (SCHLUMBERGER,;
PACINI, 2006; YASSA et al, 2007). A fim de evitar interpretacbes ambiguas entre os
médicos patologistas, endocrinologistas e cirurgides, uma conferéncia realizada pelo National
Cancer Institute (NCI) introduziu o sistema Bethesda para a categorizagdo diagnostica das
puncdes (Tabela 3) (CIBAS; ALI, 2009; RENUKA et al, 2012).

Tabela 3 — Categorizacdo diagnoéstica das puncdes citologicas recomendados pelo sistema Bethesda e
0s riscos de malignidade implicado para cada categoria.

Risco de
Categorias Diagnostico malignidade (%)
| Amostra ndo diagndstica ou insatisfatoria la4
1 Benigna 0-3
Il Atipias/Lesao folicular de carater indeterminado 5a15
Suspeita de neoplasia folicular ou
v neoplasia folicular 15-30
V Suspeita de malignidade 60 - 75
VI Maligna 97 - 99

Fonte: Adaptado de Cibas e Ali(2009, p. 3).

A despeito do tratamento inicial do CPT, o paciente que obtém diagndstico positivo ou
até mesmo suspeito de malignidade ao exame citopatoldgico é indicado para ser submetido ao
tratamento cirargico, recomendacdo unanime entre os guidelines publicados até entdo
(PACINI et al, 2006; COOPER et al, 2009; ROSARIO et al, 2013). Tal procedimento inclui a
resseccdo da glandula tireoide (parcial ou completa) e, em alguns casos, a retirada de
linfonodos cervicais, com o objetivo de remover o tumor e possiveis metastases regionais.
Logo apos a cirurgia, 0s especimes resultantes da resseccédo cirurgica sdo encaminhados para
avaliacdo anatomopatologica, onde serdo evidenciadas caracteristicas macro e microscopicas
que determinardo o diagndstico de CPT e auxiliardo na determinagdo prognostica. Ainda, a
classificacdo de tumores tireoidianos elaborada pela OMS reconhece uma subcategoria de
variantes histoldgicas do CPT (Tabela 4) (DELLELIS et al, 2004). Os subtipos histologicos
geralmente sdo distinguidos com base em caracteristicas microscépicas particulares, ao passo

que exibem caracteristicas clinicas e prognosticos distintos (AL-BRAHIM; ASA. 2006;
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GONZALEZ-GONZALEZ et al, 2011; KHANAFSHAR; LLOYD, 2011). Portanto, além de
permitir a impressdo diagnéstica gerada apds andlise citopatoldgica, 0 exame
anatomopatologico € de fundamental importancia para a identificacdo de fatores
histopatoldgicos prognosticos que, em conjunto com outros aspectos clinicos, auxiliam na

determinacdo da estratégia terapéutica pds-cirurgia mais adequada.

Tabela 4 — Subtipos histoldgicos do carcinoma papilifero e suas respectivas prevaléncias.

Variantes do carcinoma papilifero da tireoide Prevaléncia
= Microcarcinoma papilifero 30-40%
* Folicular 15-20%
= Células Altas 5-10%
= Sélida 1-3%
= Esclerosante difusa 1-2%
= Hobnail <1%*
* Oncitica <1%
= Células claras <1%
= Células Colunares <1%
= CPT com estroma tipo fascite <1%
= CPTtipo Warthin <1%

* Cribiforme Morular <1%

Fonte: Elaborada pela autora. Prevaléncia baseada em estudo de Asioli e colaboradores (2013).

Apdbs o tratamento cirdargico inicial, alguns pacientes sdo submetidos a ablacdo ou
tratamento com radioiodo, que pode prolongar a sobrevida do paciente atraves da eliminagéo
de remanescentes tireoidianos, de focos microscépicos presentes em linfonodos e no leito
tireoidiano e de possiveis metastases (PACINI et al, 2006; COOPER et al, 2009; ROSARIO
et al, 2013). Esta conduta é beneficiada pela avidez das células tireoidianas neoplasicas ao
radioiodo, processo que requer expressdao e funcdo normais de genes responsaveis pelo

metabolismo celular do iodo. O CPT geralmente apresenta prognostico clinico favoravel,
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sobretudo apos terapéutica adequada (GIMM, 2001; SHERMAN, 2003). Segundo o programa
SEER, a taxa de sobrevida em 10 anos equivale cerca de 96% (HOWLANDER et al, 2014).
No entanto, alguns pacientes acometidos podem evoluir de forma desfavoravel, apresentando
tumores que expandem além da capsula tireoidiana, bem como metéstases locais e a distancia,
contribuindo de forma significativa para pior progndstico (EUSTATIA-RUTTEN et al, 2006;
HAMZANY et al, 2012; NIXON et al, 2012).

Diversas pesquisas de carater epidemioldgico, clinico e patolégico tém focado na
identificacdo de possiveis fatores que influenciam a evolucdo do CPT, de modo que
possibilite a estratificacdo dos casos em um espectro de alto a baixo ou muito baixo risco,
possibilitandoa definicdo de uma estratégia terapéutica otimizada de tratamento e seguimento.
Uma variedade de sistemas de estratificacdo de risco foi publicada e os mesmos tém sido
propostos para este fim, baseando-se particularmente na probabilidade de morte especifica
pela doenga ap6s o diagnostico inicial. Na prética clinica, o sistema de classificagdo TNM
(Tumor, Node, Metastasis), recomendada pela American Joint Comission on Cancer (AJCC)
(AJCC, 2010), é reconhecido como referéncia internacional para o estadiamento do cancer de
tireoide (PACINI et al, 2006; COOPER et al, 2009; ROSARIO et al, 2013). Outros sistemas
também se provaram utéis, tais como 0 AMES (Age, distant Metastasis, Extent of disease,
Size) (CADY, 1998); AGES (Age, tumor Grade, Extent of disease, Size) (HAY et al, 1987);
MACIS (distant Metastases; Age, Completeness of surgery, Invasion of extrathyroidal
tissues, Size) (HAY et al, 1993); NTCTCS (National Thyroid Cancer Treatment Cooperative
Study Classification) (SHERMAN et al, 1998); OSU (Ohio State University)
(MAZZAFERRI; JHIANG, 1994); EORTC (European Organization for Research and
Treatment of Cancer) (BYAR et al, 1979); dentre outros. O Apéndice A apresenta as

variaveis utilizadas pelo sistema TNM.

Os aspectos clinicopatoldgicos ponderados pelos sistemas sdo obtidos logo ap6s o
tratamento inicial e exame anatomopatoldgico, e, de modo geral, sdo parametros que ndo se
alteram ao longo do tempo. Contudo, a depender do curso clinico da doenca e a resposta a
terapia adjuvante, o risco de doenca agressiva pode alterar durante o follow-up. De fato,
apesar de serem constantemente adotados na préatica clinica, os sistemas de estadiamento
tumoral disponiveis sdo limitados, ndo sendo inteiramente capazes de predizer o risco de
recidiva tumoral, que pode ser o primeiro sinal de desfecho desfavoravel. Esta condicéo é
relevante sobretudo diante de casos considerados de baixo risco que apresentam doenca

agressiva durante o follow-up e consequente reducdo da sobrevida. Dessa forma, para manejo
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adequado do CPT, faz-se necessario uma reavaliacdo do risco de recorréncia e mortalidade a
medida que novos dados sdo obtidos durante o follow-up (TUTTLE; LEBOUF, 2008). Para
tanto, novos sistemas de estratificacdo voltados para o risco de recorréncia foram elaborados e
publicados pela American Thyroid Association (ATA), European Thyroid Association (ETA)
e, mais recentemente, pela Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia (SBEM),
classificando os casos entre risco muito baixo e risco alto de recorréncia ao incluir pardmetros
como resseccdo cirurgica, subtipo histoldgico, resultado da pesquisa de corpo inteiro (PCI) e
niveis séricos de tireoglobulina (Tg) (PACINI et al, 2006; COOPER et al, 2009; ROSARIO et
al, 2013).

Tanto os sistemas de avaliacdo do risco de morte especifica pela doenca quanto os
sistemas de avaliacdo de risco de recorréncia se baseiam em analises univariadas e
multivariadas que destacaram diversos fatores prognosticos para o CDT, inclusive para o
CPT. Um dos indicadores progndsticos mais bem estabelecido, por exemplo, é a idade do
paciente no momento do diagndstico. Desde 1925 ja haviam relatos da associacdo da idade
com o prognostico do cancer de tireoide (CRAVER, 1925). No entanto, o impacto deste
indicador na histéria natural e prognostico da doenga somente passou a ser enfatizado décadas
depois (CRILE; HAZARD, 1953). Atualmente, ainda que em outros tipos de cancer a idade
avancada esta geralmente associada a pior sobrevida (EAKER et al, 2006; ALI et al, 2011;
WANG, J.; WANG, F. W., 2013), o CDT representa a Unica neoplasia onde a idade ao
diagnostico é amplamente utilizada na pratica clinica como indicador prognéstico pela
maioria dos sistemas de estadiamento. De fato, diversas evidéncias provenientes de estudos

clinicos sustentam a adoc¢do deste critério.

Apesar de que as circunstancias que incidem sobre a disparidade progndstica entre as
faixas etarias ainda sejam incertas, ja foi evidenciado que o tecido tireoidiano saudavel difere
entre as populacbes infantil e adulta (FAGGIANO et al, 2004). Além disso, o indice de
proliferacdoda célula tireoidiana normal é maior durante a infancia e apresenta niveis
decrescentes com o avancar da idade (SAAD et al, 2006). N&o obstante, o CPT pediatrico
apresenta comportamento inicial mais agressivo quando comparado a populacdo adulta,
manifestando-se como tumores maiores, com alta incidéncia de multifocalidade, metastases
linfonodais e distantes e recorréncias (JARZAB; HANDKIEWICZ-JUNAK; WLOCH, 2005;
DEMIDCHIK et al, 2006; MICCOLI et al, 2008; ITO et al, 2012; MOTAZEDIAN et al,
2013; PARK, S. et al, 2013). Apesar das caracteristicas predominantemente agressivas, 0 CPT

pediatrico apresenta progndstico mais favoravel, com taxas de sobrevida em 10 anos entre 77-
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99% (DEMIDCHIK et al, 2006; RIVKEES et al, 2011; VAISMAN; CORBO; VAISMAN,
2011; PARK, S. et al, 2013). O bom progndstico e consequente baixa taxa de mortalidade
também acompanha os pacientes adultos diagnosticados entre 22-45 anos de idade (RONGA
et al, 2004; CHO et al, 2012; MAZURAT et al, 2013; YANG; SHEN; SAKAMOTO, 2013),
exceto quanto a apresentagdo clinica, que geralmente é indolente. O efeito negativo da idade
ao diagndstico sobre o prognéstico do CPT aumenta gradualmente ap0s esta etapa da vida,
com o CPT manifestando-se como tumor agressivo localmente invasivo e elevada taxa de
recorréncia, principalmente a partir dos 60 anos (CHO et al, 2012; NIXON et al, 2012;
OYER; SMITH; LENTSCH, 2012; AMPHLETT et al, 2013; MAZURAT et al, 2013;
VERBURG et al, 2013).

Embora seja adotado por uma parcela das classificaces progndsticas, o sexo do
individuo acometido pelo CPT representa um indicador ainda controverso. Alguns estudos
clinicos puderam observar que pacientes do sexo masculino tendem a apresentar tumores mais
avancados e menores taxas de sobrevida em relacdo a populacdo feminina (MICHELI et al,
2009; ITO et al, 2011; HSIEH et al, 2012; YANG; SHEN; SAKAMOTO, 2013; LIANG et al,
2014). No entanto, apesar de alguns também observarem maior frequéncia de casos
agressivos entre a populagdo masculina, outros estudos semelhantes ndo foram capazes de
evidenciar efeito prognostico independente sobre o CPT (ELISEI et al, 2010; NILUBOL,
ZHANG; KEBEBEW, 2013).

Outro indicador prognéstico ainda discutido é a histéria familiar de cancer de tireoide.
Baseado em relatos de variados estudos clinicos, ainda permanece controverso se 0
prognostico de pacientes com historia familiar de cancer de tireoide, particularmente de CDT,
difere daqueles pacientes com doenca esporadica. Os estudos que sugeriram papel mais
agressivo para CDT familiar observaram maior frequéncia de multifocalidade, invaséo
vascular, metastases linfonodais e recorréncias (CAPEZZONE et al, 2008; ITO et al, 2009;
PITOIA et al, 2011; MAZEH et al, 2012; LEE, Y. M. et al, 2014). Além disso, alguns relatos
indicaram que pacientes que possuiam trés ou mais membros da familia com CDT tinham
menor sobrevida e, consequentemente, pior desfecho (ALSANEA et al, 2000; TRIPONEZ et
al, 2006). Contudo, outros estudos ndo evidenciaram comportamento mais agressivo em
pacientes com CDT familiar quando comparado aos casos esporadicos (MAXWELL; HALL;
FREEMAN, 2004; ITO et al, 2008; ROBENSHTOK et al, 2011).

O tamanho tumoral representa um indicador progndstico bastante reconhecido de CPT.

Diversos estudos clinicos evidenciaram aumento gradual do risco de extensdo
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extratireoidiana, metastase linfonodal, metéastase a distancia, recorréncia e morte compativel
com o tamanho do tumor primario (MACHENS; HOLZHAUSEN; DRALLE, 2005;
NOGUCHI et al, 2008; KOO et al, 2009; VERBURG et al, 2009; KONTUREK et al, 2012;
YANG; SHEN; SAKAMOTO, 2013). Contudo, apesar do excelente prognostico geralmente
apresentado pelos microcarcinomas, ainda ndo h& consenso sobre o seu manejo, uma vez que
esta condigdo nédo exclui a possibilidade de doenca agressiva (NOGUCHI et al, 2008; ZHOU
et al, 2012; MANTINAN et al, 2012; PIANA et al, 2013; CHEREAU et al, 2014;
GHOSSEIN et al, 2013).

Estimativas de frequéncia de tumores papiliferos multifocais variam na literatura, entre
18% a 87% (KATOH et al, 1992; SHATTUCK et al, 2005; SAKORAFAS et al, 2007;
PAPAGEORGIOQU et al, 2010; MAZEH et al, 2011). Estudos de clonalidade evidenciaram
que focos tumorais podem corresponder a mdaltiplos tumores primarios ou a metastases
intraglandulares (SHATTUCK et al, 2005; KUHN et al, 2012). Apesar deste aspecto vir
sendo associado a maiores taxas de metastases linfonodais, invasdo vascular e recorréncia
(ZHENG, X. Q. et al, 2012; KIM, H. J. et al, 2013), o impacto progndstico independente da
multifocalidade ainda ndo esté elucidado (KUO et al, 2013), de modo que ainda ndo é adotado
pela maioria dos sistemas de estadiamento progndsticos.

A literatura demonstra que o CPT que apresenta extensdo além da céapsula tireoidiana
geralmente esta associado com doenca agressiva, doenca persistente e recorrente, mesmo em
casos de extensdo minima (ITO et al, 2006; ARORA et al, 2008; CHEREAU et al, 2014;
CLAIN et al, 2014; KIM, W. Y. et al, 2014; RADOWSKY et al, 2014). Possivelmente a ETE
expde o paciente a recorréncias locais e metastases a distancia e risco aumentado de morte
(NIKIFOROV; OHORI, 2012), de modo que representa um parametro amplamente utilizado
pelos sistemas de estadiamento disponiveis.

Metéastases linfonodais representam o aspecto mais comum de propagacdo do CPT,
muitas vezes presentes durante o diagnostico inicial da doenca. Apesar de ndo afetar a taxa de
sobrevida diretamente, o acometimento dos linfonodos representa um fator prognostico
reconhecido pelo sistema TNM e pelos sistemas de avaliacdo de recorréncia, sendo associados
com aumento do risco de doenca agressiva (BEASLEY et al, 2002; WADA et al, 2003; ITO
et al, 2007; KIM, T. Y. et al, 2008; RYU et al, 2014). Em contraste com a frequente invasao
linfatica intraglandular, a invasdo vascular também pode estar presente em CPT, estando
associado com metastases e elevada taxa de recorréncia tumoral (GARDNER et al, 2000;

MAI et al, 2002; FALVO et al, 2005), de modo que é um parametro adotado pelos sistemas
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de estratificacdo de risco de recorréncia vigentes (PACINI et al, 2006; COOPER et al, 2009;
ROSARIO et al, 2013). A propagacdo hematogénica propicia o desenvolvimento de
metastases a distancia, que acomete 2-5% dos tumores papiliferos (SCHLUMBERGER;
PACINI, 2008; NIKIFOROV; OHORI, 2012) e resulta em pior prognostico e aumento das
taxas de mortalidade e recorréncia (CLARK et al, 2005; HAQ; HARMER, 2005; NIXON et
al, 2012).

Como ja mencionado anteriormente, muitas variantes histoldgicas do CPT e seus
respectivos comportamentos bioldgicos tém sido descritas na literatura e evidenciadas na
pratica clinica (AL-BRAHIM; ASA, 2006; LLOYD; BUELER; KHANAFSHAR, 2011).
Estudos clinicos também relataram significancia progndstica em alguns subtipos histolégicos,
qgue sdo reconhecidos como variantes agressivas do CPT (DELLELIS et al, 2004). As
variantes agressivas do CPT incluem: células altas; células colunares; esclerosante difusa;
hobnail e insular (GONZALEZ-GONZALEZ et al, 2011; SILVER et al, 2011; BALOCH,;
LIVOLSI; TONDON, 2013; ROMAN; SOSA, 2013). Dentre estes, a variante de células altas
¢ a mais frequente, compreendendo 4-8% dos casos de CPT (MICHELS et al, 2007;
KAZAURE; ROMAN; SOSA, 2012). Diversos estudos populacionais observaram que a
histologia da variante de células altas esteve associada com caracteristicas agressivas e de
mau progndstico, apresentando estadio clinico mais avancado, ETE, além de altas taxas de
metastases, recorréncias e mortalidade (SYWAK; PASIEKA; OGILVIE, 2004; MICHELS et
al, 2007; ITO et al, 2008b; LEUNG; CHOW; LAW, 2008; JALISI; AINSWORTH,;
LAVALLEY, 2010; MORRIS et al, 2010; KAZAURE; ROMAN; SOSA, 2012). As demais
variantes agressivas citadas, apesar de raras, também exibem, com frequéncia, aspectos
associados com agressividade tumoral (NIKIFOROV et al, 2001; SYWAK; PASIEKA;
OGILVIE, 2004; FALVO et al, 2006; RUFINI et al, 2007; ASIOLI et al, 2013). Apesar das
evidéncias associando estas variantes do CPT com aspectos clinicopatolégicos de relevancia
prognostica, alguns especialistas argumentam que 0 mau prognostico atribuido as variantes
agressivas do CPT estd diretamente associado com outros fatores clinicopatolégicos e até
moleculares (WENIG et al, 1998; MICHELS et al, 2007; SILVER et al, 2011).

De fato, avangos consideraveis na area da Biologia Molecular do cancer ocorreram nas
ltimas décadas de modo que uma série de marcadores moleculares para o diagnéstico e
prognostico do CDT tem sido descritos e avaliados (BLANCO; MATUTE; HIDALGO, 2012;
BALDINI et al, 2014). Uma vez que os principais sistemas de estratificacdo de risco do CDT

ainda apresentam importantes limitacoes, a possivel utilizacdo de marcadores moleculares na
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pratica clinica, aliados aos aspectos clinicopatoldgicos ja estabelecidos, inspira expectativas
para a melhoria do manejo da doenca.

2.2.2 Patogénese molecular

A oncogénese € um evento decorrente do acumulo de alteracbes genéticas ou
epigenéticas que perturbam a modulacdo de processos celulares fundamentais, tais como o
crescimento, a proliferacdo, a diferenciacdo, a migracdo e a apoptose (HANAHAN;
WEINBERG, 2000). Naturalmente, estes processos sdo eventos fisiolégicos que contribuem
para a homeostase dos organismos multicelulares (ALBERTS et al, 2010). Tais processos séo
regulados a partir de complexas redes interligadas de sinalizagdo celular que dispdem de
moléculas promotoras de variadas interacdes intracelulares e que Sdo responsaveis por
alteracdes metabdlicas especificas e mudancas na expressdo génica (MARTIN, 2003;
ALBERTS et al, 2010).

Diversos processos envolvidos na sobrevivéncia celular sdo regulados através de
uma via de sinalizagdo altamente conservada em eucariotos: a via das proteinas cinases
ativadas por mitégenos (MAPK; mitogens-activated protein kinases) (SCHAEFFER,;
WEBER, 1999). Proteinas cinases formam uma superfamilia de enzimas reguladoras da
funcao celular que sdo codificadas por mais de 500 genes em células humanas (MANNING et
al, 2002). Elas desempenham a funcdo de fosforilar outras proteinas através da transferéncia
de um grupo fosfato, geralmente a partir de uma molécula de ATP, para substratos proteicos
presentes na célula (PETRETTI; PRIGENT, 2005; SILVA et al, 2009). Sendo assim, as
MAPK sdo capazes de desencadear a fosforilacdo de diversas proteinas intracelulares, tais
como fatores de transcri¢do, cinases e outras enzimas, culminando em eventos de efeito
cascata que regulam a diferenciacéo, proliferacao e sobrevivéncia celular (QI; ELION, 2005).
Quaisquer desequilibrios que ocorram nas vias das MAPK prejudicam a maioria desses
eventos celulares, o que beneficiaria o desenvolvimento e progressao do cancer (DHILLON et
al, 2007).

A oncogénese tireoidiana frequentemente envolve a ativacdo constitutiva da via RAS-RAF-
MEK-ERK (Figura 5), uma das mais caracterizadas vias de sinalizagdo intracelular das
MAPK em mamiferos (CHEN, Z. et al, 2001; QI; ELION, 2005; DHILLON et al, 2007;
MORRISON, 2012).A ativacdo fisioldgica desta via consiste na ligacdo de fatores de
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crescimento, hormonios e citocinas aos receptores tirosina-cinases (receptor tyrosine kinases;
RTKSs) presentes na membrana celular, tal como o RET. A interacdo desencadeia a
dimerizacdo e a autofosforilacdo de residuos de tirosina presentes nestes receptores. As
tirosinas fosforiladas dos receptores ativados funcionam como sitios de ancoragem para a
Grb2 (growth fator receptor-bound protein 2). A Grb2 é uma molécula adaptadora que forma
um complexo de sinalizagdo com o SOS (son of sevenless), um fator de troca do nucleotideo
guanina. O complexo Grb2-SOS ativa a proteina RAS ao induzir a troca de uma GDP
acoplada na proteina por uma GTP. Uma vez ativada, a RAS recruta a proteina RAF do
citoplasma a membrana celular, permitindo a sua ativacdo apés interacdo de alta afinidade.
Este fenémeno resulta na interacdo e ativacdo sequencial de proteinas cinases presentes no
citoplasma (mitogen-activated protein kinase kinase, MAPKK ou MEK; extracellular-signal-
regulated kinase, ERK ou MAPK). A ERK ativada migra para o nucleo da célula e fosforila
proteinas nucleares regulatérias, alterando a expressdo génica e regulando atividades

bioldgicas celulares, tais como a diferenciacao, proliferacéo e sobrevivéncia celular.

Figura 5 — Representacdo esquematica da via RAS-RAF-MEK-ERK.
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Fonte: Adaptado de Wellbrook, Karasarides e Marais (2004, p. 878).
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A maioria das alteracfes genéticas até entdo conhecidas que viabilizam a oncogénese
tireoidiana em carcinomas bem diferenciados compreendem rearranjos estruturais que
envolvem os genes RET (RET/PTC)e PAX8(paired box 8/peroxisome proliferator-activated
receptor gama; PAX8/PPAR’) emutacdes pontuais que afetam os genes RAS e BRAF
(GRECO et al, 2009; BHAIJEE; NIKIFORQV, 2011; ALBAREL et al, 2012; PATEL, K. N.,
2013).

Em relagdo ao CPT, a mutagdo BRAFY®%E tem sido apontada como a maior causa
de ativacdo constitutiva da via RAS-RAF-MEK-ERK neste tipo histolégico, comportando-se
como potente indutor de transformacdo maligna (KIMURA et al, 2003; CIAMPI,;
NIKIFORQV, 2005; XING et al, 2007; BHAIJEE; NIKIFOROV, 2011).

2.3 BRAF

2.3.1 Estrutura e mecanismos regulatorios

A proteina BRAF é um membro da familia das RAF cinases que é codificada pelo
gene BRAF. O gene BRAF pertence a uma classe de genes denominados oncogenes. Quando
mutados, 0s oncogenes propiciam a transformacdo de células normais em células cancerosas
(CROCE, 2008). Os primeiros genes da familia RAF foram identificados como oncogenes
virais. Primeiramente foi constatado que um dado oncogene presente em MSV 3611 (murine
sarcoma virus 3611) era capaz de induzir a transformacdo maligna em fibroblastos e células
epiteliais de roedores MSF/N, sendo assim denominado virus-induced rapidly accelerated
fibrocarcinoma (v-raf) (RAPP et al, 1983). Posteriormente foi observado que o virus aviario
MH2 (mill hill n°® 2) também albergava um oncogene potencial (v-mill) homélogo ao v-raf
(JASEN et al, 1983; JANSEN et al, 1984; SUTRAVE et al, 1984). Até o presente momento
foram identificados trés proto-oncogenes funcionais que codificam RAF cinases em
mamiferos: ARAF (RAF tipo A); BRAF (RAF tipo B) e CRAF (RAF tipo C; anteriormente
denominado RAF1) (CHEN, Z. et al, 2001; BRUMMER et al, 2006; ROSKOSKI, 2010).

O gene BRAF foi descrito pela primeira vez em 1988 ap0s ser identificado em
células de uma linhagem celular de fibroblastos (NIH-3T3) transfectadas com o DNA de
celulas do sarcoma de Ewing (FUKUI et al, 1985; IKAWA et al, 1988). Em humanos, o gene



39

esta localizado na posi¢do 34 do braco longo do cromossomo 7 (7934) (HILLIER et, 2003),
sendo composto por 18 éxons distribuidos em uma regido com 20,622 pares de base (bp). O
RNA mensageiro transcrito a partir deste gene possui 2,949 bp (BENSON et al, 2013).A
proteina BRAF é composta por 766 residuos de aminoacidos, com peso molecular de 94 kDa
(BENSON et al, 2013). Assim como as outras duas isoformas funcionais pertencentes a
familia das RAF cinases, a proteina BRAF possui trés regides conservadas (CR) (Figura 6).
Proxima a regido amino-terminal da proteina se localiza a CR1, que é constituida de um
dominio de ligacdo a proteina RAS (RAS-binding domain; RBD) e um dominio rico em
cisteina (cistein-rich domain; CRD). A CR2 ¢ caracterizada por um dominio rico em serina e
treonina e, quando fosforilada, apresenta um sitio de ligacdo para a proteina regulatéria 14-3-
3. A CR3, localizada proxima ao terminal carboxil, representa 0 dominio de proteina cinase,
contendo um segmento de ativacdo. O dominio cinase das proteinas RAF possuem um
pequeno lobo amino-terminal, com estrutura predominante de folha B-pregueada antiparalela
contendo uma alga de ligagdo ao ATP (adenosina trifosfato), sendo uma sub-regido rica em
glicina denominada P-loop, e um grande lobo carboxi-terminal caracterizado por uma
estrutura a-hélice (CHONG; VIKIS; GUAN, 2003; LEICHT, et al, 2007; ROSKOSKI, 2010).

Figura 6 — Representacdo esquematica da estrutura linear das RAF cinases.

,_;?:' Activation
REBD CRD W% segment 14-3-3
A-RAF CR1 C EZ_ CR3 T _l
B-RAF CR1 CR2 CR3
C-RAF CR1 CR2 CR3 _|

Fonte: Adaptado de Roskoski(2010, p. 314).

De modo geral, os mecanismos regulatorios das RAF cinases envolvem uma serie de

interacbes entre proteinas, fosforilacdo, desfosforilacdo e alteragdes conformacionais.
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Contudo, apesar da semelhanca estrutural primaria, as trés isoformas da proteina RAF
possuem distribuicBes teciduais e propriedades bioquimicas distintas, sugerindo diferentes
funces fisioldgicas para cada uma delas (CHONG; VIKIS; GUAN, 2002; LEICHT, et al,
2007; ROSKOSKI, 2010; UDELL et al, 2011). A isoforma A-RAF estd predominantemente
presente nos 0rgdos urogenitais, enquanto a C-RAF é expresso em células neuronais e tecidos
periféricos (STORM; CLEVELAND; RAPP, 1990). A isoforma B-RAF é expressa
predominantemente no tecido neuronal, testiculo, melandcitos e células hematopoiéticas
(EYCHENNE et al, 1995). Comparado as outras isoformas, B-RAF constitui 0 mais potente
ativador da via MEK-ERK (PAPIN et al, 1998; MERCER; PRITCHARD, 2003).

Em sua forma basal, a B-RAF é caracterizada pela interacdo dos dois lobos amino e
carboxi-terminais, responsavel pelo controle da exposicdo do sitio catalitico do dominio
cinase. O estado autoinibitdrio € viabilizado pela fosforilagdo dos residuos S365 e S729 da
proteina, localizados na CR2 e proximo a regido carboxi-terminal, respectivamente, que
permitem a ligacdo das proteinas regulatérias 14-3-3 responsaveis pela estabilizacdo da
interacdo entre os lobos. De todo modo, o recrutamento da proteina B-RAF para a membrana
plasmatica pela proteina RAS ativada caracteriza o evento inicial do seu processo de ativagao.
Este recrutamento promove a ligacdo da RAS aos dominios RBD e CRD da proteina BRAF,
localizados no CR1. As interacbes promovidas pela RAS interferem na estabilidade das
ligacGes das proteinas 14-3-3 aos seus sitios, promovendo alteracdes na conformacdo da
proteina B-RAF e forcando-a a expor o seu dominio catalitico (Figura 7). A ativacdo
promovida pelo RAS induz a fosforilagdo de vérios residuos da proteina B-RAF. A
fosforilacdo dos residuos T599 e S602, localizados dentro do segmento de ativacdo do
dominio cinase, é fundamental para a atividade da proteina. Além disso, a fosforilacdo do
residuo S579, que ocorre dentro do P-loop, permite a interacdo da proteina com seu substrato
(MEK). J& o residuo S446 é constitutivamente fosforilado, de modo que, aliado a outros
residuos de carga negativa (D448 e D449), contribui para a elevada atividade basal da
proteina BRAF (CHONG; VIKIS; GUAN, 2002; LEICHT, et al, 2007; ROSKOSKI, 2010;
UDELL et al, 2011).

Figura 7 — Inicio da ativagdo da proteina B-RAF: recrutamento @ membrana celular pela RAS-
GTPase e exposicao de sitios cataliticos.
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Fonte: Adaptado de Leicht e colaboradores(2007, p. 1204).

2.3.2 BRAF e carcinoma papilifero da tireoide

A ativacdo constitutiva da via de sinalizacdo RAS-RAF-MEK-ERK é comum em varios
tipos de cancer. Aproximadamente 15% das neoplasias humanas possuem a forma oncogénica
de proteinas da familia RAS (MALUMBRES; BARBACID, 2003). Por outro lado, o gene
BRAF foi estabelecido como um oncogene apdés Helen Davies e colaboradores (2002)
relatarem diversas mutacGes somaticas ativadoras do gene presentes em um amplo espectro de
neoplasias humanas, mais predominantemente em melanomas (66%). Desde entdo, uma
variedade de mutacgdes pontuais identificadas no gene foi descrita (FORBES et al, 2010),
quase todas confinadas em duas regides dentro do dominio cinase: regido do P-loop
(codificada pelo éxon 11) e do segmento de ativagdo (codificado pelo éxon 15). Dentre estas,
destaca-se uma alteracdo genética que corresponde a mais de 80% das mutagdes,
caracterizada pela troca de uma timina por uma adenina no nucleotideo 1799 (BRAF "17%%),
que promove a substituicdo de uma valina por um &cido glutamico no residuo 600 da proteina
codificada (BRAFY®%F) (Figura 8) (DAVIES, H. et al, 2002; GARNETT; MARAIS, 2004;
WAN et al, 2004).
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Figura 8 — Representacdo esquematica da estrutura primaria da proteina B-RAF, destacando a troca de
uma valina por um acido glutamico no residuo 600 (BRAFV60E),

I

cRY CR2 / cr3

l VOO0O0E

®

Fonte: adaptado de Kimura (2010, p. 22).

Quanto ao seu mecanismo oncogénico, é importante avaliarque fosforilacdo dos
residuos S579, T599 e S602 é fundamental para a regulacdo e atividade da proteina B-RAF
wild-type, possibilitando a fosforilagdo e consequente ativagdo da MEK (ZHANG; GUAN,
2000). A mutacdo somatica BRAFT™"®A promove a insercdo de um aminoécido de carga
negativa com propriedade acida adjacente aos sitios regulatérios da proteina codificada, de
modo que mimetiza fosforilacdo em seu segmento de ativacdo. Este evento perturbaria as
interacOes hidrofdébicas entre o P-loop e o segmento de ativagdo mantidas pela forma basal do
B-RAF, permitindo a formacdo de novas interacbes que mantém a proteina constitutivamente
ativa, independente da ativacdo pela RAS, resultando em uma continua ativacdo da MEK
(DAVIES, H. et al, 2002; WAN et al, 2004; BRUMMER et al, 2006).

Pouco apoés a constatacédo inicial da presenca de mutaces pontuais no gene BRAF em
diversos tipos de neoplasias malignas, Kimura e colaboradores (2003) relataram pela primeira
vez a presenca da mutacdo BRAFVE em tumores tireoidianos, particularmente em CPT. Na
ocasido, foi observado que a mutacio BRAFY®YE representava a alteragio genética mais
frequente em CPT, ndo sendo constatada a sua presenca em tumores benignos e em CFT

(KIMURA et al, 2003). Desde entdo, varios estudos semelhantes foram publicados
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destacando a especificidade da mutacdo para o CPT (Tabela 5). Também foi observado que,
na maioria dos casos, ndo houve concomitancia de outras mutagfes que afetam o0s
componentes da via MAPK em CPT (KIMURA et al, 2003; SOARES et al, 2003; XU, X. et
al, 2003; PUXEDDU et al, 2004; GUERRA et al, 2014), evidenciando que cada uma destas
alteracbes genéticas pode ser suficiente para desencadear o processo de oncogénese. A
elevada prevaléncia associada a auséncia de outras alteracdes genéticas e a alta especificidade
para 0 CPT levantaram a hipotese de que a mutacio BRAFY®%E poderia auxiliar no
diagnostico de amostras citologicas indeterminadas obtidas pela PAAF e evitar tratamentos
cirargicos desnecessarios em lesdes benignas. De fato, quando a mutacdo é detectada, o valor
preditivo positivo para CPT é proximo de 100% (NIKIFOROVA; NIKIFOROV, 2009).
Contudo, apesar da alta especificidade para o CPT, a sensibilidade € limitada uma vez que a
mutacio BRAFY®%E njo estd presente em todos os casos de CPT, de modo que quando a
amostras é negativa para a mutacao nao é possivel excluir malignidade. Além disso, em boa
parte das amostras citoldgicas indeterminadas encontram-se lesdes foliculares, incluindo CFT
e CPT de variante folicular, que mais raramente albergam a mutacio BRAFY®E (KIM, M. I.;
ALEXANDER, 2012). Portanto, apesar da clara utilidade da mutacdo BRAFY®Ecomo
ferramenta diagnostica independente para avaliacdo de nddulos tireoidianos com citologia
indeterminada, na pratica clinica existe necessidade de correlagdo com aspectos clinicos,
citologicos e ultrassonogréficos (PACINI et al, 2006; COOPER et al, 2009; ROSARIO et al,
2013).

Tabela 5 — Prevaléncia da mutacdo BRAFV®%°E em diferentes neoplasias tireoidianas, obtida por
estudos contemporaneos a primeira constatacdo da presenca da mutacdo em carcinoma papilifero de
tireoide.

Prevaléncia da mutagio BRAFV600E

Casos mutados/Total de casos

Referéncias Adenoma Folicular CFT CMT CPT (%)
COHEN et al, 2003 0/20 0/13 0/3 24/35 (69)
FUGAZZOLA et al, 2004 o/7 0/5 NA 18/56 (32,1)
FUKUSHIMA et al, 2003 NA 0/8 0/9 40/76 (53)
HAYASHIDA et al, 2004 0/18 0/8 0/1 37/72 (51,4)
KIM, K. H. et al, 2004 NA NA NA 58/70 (83)
KIMURA et al, 2003 0/14 0/10 NA 28/78 (35,8)
NAMBA et al, 2003 0/20 0/11 NA 49/170 (28,8)
NIKIFOROVA et al, 2003 0/46 0/32 0/13 45/119 (38)
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PUXEDDU et al, 2004 0/6 0/5 NA 24/60 (40)
SALVATORE et al, 2004 0/19 NA NA 26/69 (37,7)
SOARES et al, 2003 0/51 0/18 NA 23/50 (46)
TROVISCO et al, 2005 NA NA NA 45/124 (36)
XING et al, 2004 0/43 0/14 0/14 17/38 (45)
XU, X. et al, 2003 0/18 NA NA 21/56 (38)
Total 0/262 0/124 0/40 | 455/1073 (42,4)

NA: ndo avaliado (leséo ndo investigada)

Fonte: Elaborado pela autora.

Importa destacar que alguns estudos constataram presenca da mutagdo BRAFY0E em
carcinoma pouco diferenciado de tireoide e CAT que possuiam areas pré-existentes de CPT
BRAFVE%E_positivo (NIKIFOROVA et al, 2003; BEGUM et al, 2004; SOARES et al, 2004,
TAKANO et al, 2007). Uma vez que pode estar presente em todos os estagios de progressao
tumoral, dos microcarcinomas papiliferos aos tumores indiferenciados (NIKIFOROVA et al,
2003), foi sugerido que a mutacio BRAFV®%E poderia ser um evento determinantepara a
iniciacdo tumoral. Buscando compreender o papel da mutacdo neste mecanismo, Knauf e
colaboradores (2005) induziram a expressdo seletiva do BRAFY®%E em células foliculares
tireoidianas de camundongos transgénicos (linhagem FVB/N) com o uso de promotor daTg
(Tg-BRAFV5%%E) 'Em camundongos com elevada expressdo da mutagdo, foi possivel observar
0 estabelecimento precoce de lesdo maligna papilifera (12 semanas), presenca de tumores
multifocais, areas com caracteristicas histoldgicas de células altas e focos de carcinoma pouco
diferenciado. Além disso, a expressio do BRAFY®%E esteve associada com aspectos
patoldgicos agressivos, como a presenca de invasdo vascular e de estruturas adjacentes
(KNAUF et al, 2005). Em outro estudo mais recente, foi realizada a analise do perfil de
expressao de genesenvolvidos na progressao tumoral a partir de amostras pareadas de CPT e
carcinoma pouco diferenciado coletadas de camundongos transgénicos Tg-BRAFY®%E, Foi
observado que os focos de carcinoma pouco diferenciado exibiram alteracfes consistentes
com transicao epitélio-mesenquimal: juncdes celulares desorganizadas, expressdo de proteinas
mesenquimais, remodelacdo da matriz extracelular e perda de polaridade celular (KNAUF et
al, 2011). Portanto, os autores sugerem que as areas de indiferenciacdo em camundongos Tg-
BRAFVE representaram fendmeno de progressdo tumoral de tumor bem diferenciado para
indiferenciado, uma vez que também evidenciaram a perda de expressdo da e-caderina,

molécula comum em células epiteliais, e que cuja perda de expressdo é considerada um
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evento de indiferenciacdo em tumores tireoidianos (WISEMAN et al, 2007). Além disso,
estudos in vitro constataram que a reducdo da expressao do gene BRAF (knockdown) mediada
por técnica de RNAinterferente transfectado inibiu o crescimento e proliferacdo promovido
pela via RAS-RAF-MEK-ERK de células tireoidianas neoplasicas murinicas e humanas que
albergavam a mutacio BRAFV%E (SALVATORE et al, 2006; LIU, D. et al, 2007),
demonstrando que a mutagdo ndo sé participa da oncogénese, mas também é necesséria para

promover e manter a progressao do CPT.

Em seguida, uma série de estudos buscou investigar a associacdo da mutagdo
BRAFV8E com aspectos clinicopatoldgicos do CPT. A maioria dos trabalhos até entdo
publicados mostrarammaior agressividade nos casos com a presenca da mutacdo quando
comparado aos casos negativos. Neste contexto, varios estudos observaram que a mutacao
BRAFV®%esteve associada a uma ou mais caracteristicas desfavoraveis e de reconhecido
papelno desenvolvimento do tumor papilifero de comportamento agressivo e pior progndéstico
clinico (Apéndice B). Duas meta-analises mostraram associacao significativa da mutacdo com
0 sexo masculino, tamanho tumoral, metastase linfonodal, multifocalidade, extensdo
extratireoidiana e estadio clinico avancado (LI, C. et al, 2012; LIU, X. et al, 2014). Além
disso, dentre os diversos subtipos histoldgicos de CPT, a mutagdo BRAFYE ¢
frequentemente mais associada a forma classica e a variante de células altas (KEBEBEW et
al, 2007; LI, C et al, 2012; VIRK et al, 2013). Importante salientar que a variante de células
altas ja possui papel bioldgico reconhecidamente mais agressivo (GHOSSEIN; LIVOLSI,
2008), como discutido anteriormente.

Alguns estudos também constataramassociagio positiva da mutacio BRAFY®Ecom
doenga recorrente, 0 que sugere que 0s pacientes acometidos por CPT com a mutagdo
BRAFV%%Es50 mais propensos a apresentar recidivas tumorais quando comparados aos casos
negativos. Em estudo multicéntrico, Xing e colaboradores (2005) avaliaram
retrospectivamente a relagéo entre a mutagdo BRAFVE ¢ recidiva tumoral em 219 pacientes
com CPT. Além de relatar a associacdo da mutacdo com aspectos clinicopatologicos de maior
agressividade tumoral, foi observado,apos follow-up médio de 15 meses,associacdo
significativa entre a mutagdo BRAFV5E ¢ recorréncia tumoral, mesmo em casos de baixo
estadio clinico inicial (I/11) (XING et al, 2005). Tae Yong Kim e colaboradores (2006)
também confirmaram esta associacdo em uma coorte de 203 pacientes com CPT,
demonstrando estreita relagdo entre a presenca da mutacao e pior sobrevida livre de doenca.

Subsequentemente, Elisei e colaboradores (2008) avaliaram pacientes com CPT durante um
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follow-up médio de 15 anos e constataram, por meio de anélise multivariada,menor sobrevida
livre de doenga em casos positivos para a mutagdo BRAFYE, Estes e outros estudos que
investigaram risco de recorréncia sugerem possivel papel prognostico da mutacdo BRAFY600E
(KEBEBEW et al, 2007; PRESCOTT et al, 2012).

Apesar disto, uma parcela dos estudos até entdo publicados ndo encontraram a mesma
associacdoda mutacdo com aspectos clinicopatolégicos desfavoraveis e recorréncia tumoral
(LIU, R. T. et al, 2005; ITO et al, 2009b; AHN et al, 2012; NAM et al, 2012; PARK, H. S. et
al, 2012; PELTTARI et al, 2012; SANCISI et al, 2012; BARBARO et al, 2013; GOUVEIA et
al, 2013; JING et al, 2013; KIM, Y. S. et al, 2013). Ainda ndo h& uma justificativa exata para
a discrepancia dos dados obtidos pelos diferentes estudos, mas algumas limitacbes sdo
discutidas, tais como:diferencas geogréaficas e étnicas; delineamento do estudo; nimero de
pacientes incluidos; tipo de amostra tumoral coletada; e, inclusive, 0 método de deteccdo da
mutacdo BRAFYE gplicado (Apéndice C). Neste atual contexto, o papel progndstico da
positividade para a mutacio BRAFY®%¢ controverso, indicando que ainda ha necessidade de

estudos que tragammais evidéncias cientificas.

3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

» Avaliar a associacdo da positividade da mutacio BRAFY®E com aspectos

clinicopatoldgicos do CPT.

3.2 ESPECIFICO

» Determinar, retrospectivamente, a prevaléncia da mutacio BRAFY®E em amostras de
tecido tumoral fixados em formalina e conservados em blocos de parafina decasos

consecutivos de CPTdiagnosticados e tratados no Hospital S&o Rafael, Salvador — Bahia.
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4 HIPOTESES

4.1 HIPOTESE NULA

= Nio ha associago entre a presenca da mutagdo BRAFY%%%Ee aspectos clinicopatoldgicos

do CPT em pacientes do grupo de estudo.

4.2 HIPOTESE ALTERNATIVA

= Ha associagdo da presenca da mutagdo BRAFY%E com aspectos clinicopatoldgicos do

CPT em pacientes do grupo de estudo.
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5 JUSTIFICATIVA

Os atuais parametros clinicopatolégicos disponiveis ndo oferecem precisdo na
analise do progndstico dos casos, gerando dividas quanto ao manejo clinico e follow-updo
CPT. Nos altimos anos, o principal esforco direcionado a melhorar o panorama de indicadores
prognoésticos do cancer de tireoide tem sido o desenvolvimento de ferramentas de analise
molecular (WEBER; ENG, 2005; GRIFFITH et al, 2006; SMALLRIDGE; MARLOW;
COPLAND, 2009). Dentre os recentes avancos no entendimento da oncogénese tiroidiana,
um dos mais promissores achados neste campo foi a caracterizacio da mutagdo BRAFV600E
em CPT (COHEN et al, 2003; KIMURA et al, 2003).

E possivel que a deteccdo da mutagdo BRAFV®Epossa servir como ferramenta auxiliar
importante na determinacdo do prognoéstico do CPT. No entanto, ainda ndo esta claro se a
identificacdo da mutagdo BRAFV®®E jisoladamente, independentemente da presenca ou

auséncia de outros aspectos clinicopatologicos, deve direcionar uma abordagem de tratamento
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e seguimento mais especifica e intensificada (SANCISI et al, 2012). As meta-analises
publicadas recomendam a realizacdo de novos estudos que busquem de evidéncias mais
robustas sobre o impacto da mutagdo BRAFY®Ena evolugio do CPT (LI, C. et al, 2012; LIU,
X. etal, 2014).

6 MATERIAIS E METODOS

6.1 DESENHO DO ESTUDO

Este trabalho foi um estudo retrospectivo de corte transversal unicéntrico com casos
consecutivos de CPT de pacientes tratados no Hospital Sdo Rafael- Monte Tabor (HSR),
localizado na cidade de Salvador, Bahia, entre Janeiro de 2006 e Dezembro de 2012. A
instituicdo dispde de servigos de referéncia para o diagnostico e tratamento do cancer de
tireoide: o Servigo de Cirurgia de Cabeca e Pescogco (SCCP/HSR); o Servico de Anatomia
Patoldgica e Citopatologia (SAPC/HSR); e o Servigo de Medicina Nuclear (SMN/HSR).

6.2POPULACAO DE ESTUDO
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Foram selecionados pacientes consecutivos e suas respectivas amostras tumorais
resultantes de resseccOes cirurgicas da tireoide realizadas peloSCCP/HSR, fixadas em

formalina e conservadas em blocos de parafina.

6.3 CALCULO AMOSTRAL

O célculo do tamanho amostral baseou-se taxa de prevaléncia média de 56,3% da
mutacio BRAFV®E em CPT observada em recente meta-analise realizada por Xin Liu e
colaboradores (2014). O tamanho do universo amostral considerado para o calculo foi o
nimero de casos de CPT diagnosticados no HSR durante o periodo de 2006 a 2012 (544
casos).0 numero de casos obtidos apds calculo amostral foi de 224, tendo em vista o intervalo
de confianca de 95% (IC 95%). Para tanto, considerou-se as seguintes variaveis:

a) Tamanho da populacdo (para o fator de correcao da populacéo finita ou fcp)(N): 544
b) Frequéncia % hipotética do fator do resultado na populacao (p): 56,3%+/-2
c) Limites de confianga como % de 100(absoluto +/-%) (d): 5%

d) Efeito de desenho (para inquéritos em grupo-EDFF): 1

6.4 GRUPO AMOSTRAL

Casos foram selecionados ap0s a pesquisa de pacientes que obtiveram diagnéstico de
neoplasia maligna da tireoide ao exame anatomopatolégico (codigo C73, segundo a
Classificacdo Internacional de Doencas; CID) e que estavam registrados em base de dados
disponivel em sistema eletronico interno do SAPC/HSR (cédigo C73, segundo a Classificagdo
Internacional de Doencas; CID).Os pacientes inicialmente elegiveis para o estudo foram
aqueles cujos laudos anatomopatologicos registrados no sistema eletronico indicavam
diagnostico de CPT.

Apos a selecdo dospacientes diagnosticados com CPT, foi realizada a pesquisa dos
respectivos blocos de parafina contendo tecido tumoral (Figura 9A), bem como suas

respectivas laminas coradas com hematoxilina-eosina (HE) previamente confeccionadas na
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época do diagnostico anatomopatoldgico (10B). Ambos, blocos e laminas, estavam mantidos
no SAPC/HSR.Nas ocasides em que as laminas estavam ausentes ou inadequadas para
avaliacdo e identificacdo da area tumoral, novas laminas foram confeccionadas e coradas com
HE. Com intuito de confirmar o diagndstico de CPT, as laminas HE foram submetidas a
revisbes cegas (blind reviews) por dois médicos patologistas vinculados a institui¢do
participante do estudo (I. G. S; L. E. F. Jr.).

Figura 9 - Tecido tireoidiano de pacientes tireoidectomizados no Hospital Sdo Rafael. A: Blocos
parafinados contendo tecido tireoidiano. B: Laminas contendo corte de tecido tireoidiano coradas com
hematoxilina-eosina.
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Somente apds a localizacdo dos blocos parafinados e confirmagdo do diagnostico de

Fonte: Elaborado pela autora.

CPT, foi iniciada a busca de prontuérios fisicos e eletrénicos dos pacientes para coleta de
dados clinicopatolégicos.

6.5 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

A selecdo dos casos elegiveis para o estudo obedeceu os seguintes critérios de inclusao:
a) pacientes tratados cirurgicamente pelo SCCP/HSR e diagnosticados com CPT pelo

SAPC/HSR; b) casos consecutivos registrados entre Janeiro de 2006 e Dezembro de 2012.

Foram excluidos do estudo: a) pacientes que ndo possuiam laudo anatomopatoldgico
registrado em sistema eletrdnico; b) pacientes que ndo possuiam estadiamento tumoral

completo pela classificagdo TNM (AJCC, 2010); c) casos cujos blocos de parafina contendo
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tecido tumoral estavam ausentes; d) pacientes com microcarcinomas papiliferos (< 1 cm) que
ndo caracterizavam subtipos histoldgicos raros e que ndo apresentavam caracteristicas
clinicopatoldgicas agressivas, incluindo estagio clinico avancado (II/1V), extensdo
extratireoidiana, metastase para os linfonodos e a distancia; e) auséncia de amplificagdo do
exon 15 do gene BRAF na reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction; PCR).
Os casos excluidos foram substituidos por casos subsequentes segundo data da realizagdo da

tireoidectomia.

6.6 REVISAO DE PRONTUARIOS

As revisbes foram realizadas no SMN/HSR, seguindo protocolo previamente
elaborado e revisado por uma equipe de profissionais colaboradores do estudo, composta por
meédicos atuantes na area de endocrinologia (H. E. R.; J. C. Jr.), cirurgia cabega e pescoco (C.
R. A. L.), patologia clinica (I. C. S.) e medicina nuclear (L. J. L. S.). O protocolo constava de
informac@es consideradas relevantes para o diagnostico do paciente acometido pelo CPT, bem
como aspectos clinicopatologicos (Apéndice D). Para o estudo foram consideradas os
seguintes aspectos: idade ao diagndstico; sexo; histéria familiar; subtipo histologico; tamanho
da lesdo tumoral; multifocalidade; invaséo vascular; extensdo extratireoidiana; presenca de
TH; metéstase linfonodal e a distancia e estadiamento tumoral. O estadiamento tumoral
estabelecido foi baseado na 72 edi¢do do sistema de classificacdo TNM/AJCC (AJCC, 2010).
Com base nas informacdes coletadas, todos os pacientes foram classificados quanto ao risco
de recorréncia tumoral de acordo com os protocolos elaborados e publicados pela ATA e pelo
Consenso Brasileiro (COOPER et al, 2009; ROSARIO et al, 2013).

O preenchimento do protocolo de revisdo foi realizado em papel pela mestranda e
dois alunos de iniciagéo cientifica (M. F. S. M.; V. M. S. L.) treinados e orientados por um
médico endocrinologista (J. C. Jr.). Os protocolos revisados foram entdo numerados a fim de
manter em sigilo a identidade pessoal dos pacientes e em seguida armazenados em caixa-
arquivo localizado no Laboratério de Estudo da Tireoide, sitiado no Instituto de Ciéncias da
Saude, Universidade Federal da Bahia (LET/ICS). Os dados coletados foram inseridos no
programa de pacote estatistico SPSS Statistics for Windows, Version 22.0 (IBM, Armonk)

para posterior analise estatistica.
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6.7 AMOSTRAS TUMORAIS

Uma vez localizados os blocos de tecido parafinado dos pacientes e suas respectivas
laminas coradas em HE, foi realizada a identificacdo da area tumoral por marcacgéo direta na
lamina corada (Figura 10). Para obtencdo das amostras tumorais, foram realizadas
microdissec¢Oes dos blocos selecionados por técnico em Anatomia Patoldgica vinculado a
instituicdo participante. Foram realizados pelo técnico quatro cortes histologicos sequenciais
de 10 um de espessura para cada caso/bloco. As laminas contendo as microdissec¢bes foram
encaminhadas ao médico patologista, onde foram sobrepostas as suas correspondentes
laminas HE com &reas tumorais previamente marcadas. As areas de tecido tumoral foram
entdo sobremarcadas e dissecadas manualmente com navalhas descartaveis (Leica
Biosystems, Alemanha) estéreis e transferidas para tubos eppendorfs (1,5 ml) previamente
autoclavados eidentificados, resultando em duas amostras tumorais para cada caso
(duplicata). Em casos de multifocalidade, apenas foram coletados, para anlise, os focos de
maior extensdo (mm). Para o inicio do estudo molecular, as amostras acondicionadas nos

tubos eppendorfs foram entdo transferidas para o LET/UFBA.

Figura 10 — Demarcagdo manual da &rea tumoral a partir de corte de tecido tireoidiano corado
com hematoxilina-eosina.

Fonte: Elaborado pela autora.
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6.8 ANALISE DA MUTAGAO BRAF600E

6.8.1 Extracdo do DNA genémico

A etapa de extracdo de DNA gendbmico das amostras tumorais foi precedida por
tratamento prévio que consistia na retirada da parafina do tecido tumoral (CARVALHO et al,
2010).Apbs o processo de desparafinizacdo, a extragdo de DNA foi realizada seguindo
protocolo do fabricante doPuregene Core Kit B (Maryland, QIAGEN Sciences). Dois
microlitros da amostra foram utilizados para determinacdo da pureza (A260/A280) e
concentracdo de DNA em ng/ulutilizando Nano Espectrofotdometro KASVI Modelo K23-0002
(KASVI, Curitiba). As amostras de DNA foram estocadas em freezer a -20°C até o inicio da

analise molecular.

6.8.2 Reacdo em cadeia da polimerase

O segmento gendmico do exon 15 do gene BRAF foi amplificado através da técnica
convencional PCR. Antes da padronizagdo da PCR foi realizado o desenho dos
primersdescritos por Kimura e colaboradores (2003), que sdo complementares as sequéncias
nucleotidicas anterior e posterior (alvos dos primers sense e antisense, respectivamente) ao
exon 15 do gene BRAF (Figura 11), descrito na sequéncia referéncia disponivel no Genbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), banco de dados de sequéncias genéticas disponivel
no National Center for Biotechlogy Information (NCBI), sob o cddigo NG_007873.3. A
padronizacdo da técnica foi realizada atentando para as seguintes varidveis: quantidade de
DNA molde; concentragdo dos primers; temperatura de pareamento dos primers;
concentracdo do reagente cloreto de magnésio (MgCl2) e nimero de ciclos, em termociclador
Veriti 96 Well (Applied Byosistem, Foster City).O segmento gendémico de interesse do gene
BRAF foi amplificado utilizando 5-100 ng/ml de DNA gendmico em volume total de 20 pl
contendo 7,5 pmol de primers sense e antisense(Invitrogen, Carlsbad), 100 ul de dNTPs, 2,0
mM de MgCly, PlatinumTag DNA polimerase high fidelity, tampdo e &gua de PCR
(Invitrogen, Carlsbad). Apds padronizacdo, a PCR passou a ser realizada nas seguintes
condigdes: uma etapa de desnaturacéo inicial em 95°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de
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95°C por 30 segundos, temperatura de anelamento de 58°C por 30 segundos e temperatura de
extensdo de 72° C por 45 segundos, e, por fim, uma etapa de extensdo final de 5 minutos a
72°C.

Figura 11 — Sequéncias dos primers sense e antisense selecionadas para amplificacdo do exon 15 do
gene BRAF. Mais abaixo, trechos realgados em azul representam a localizagdo das sequéncias de
primers em relacdo ao exon (realgcado em marrom).

Primer Sequéncia (5' - 3') pb*
Foward (sense) AAACTCTTCATAATGCTTGCTCTG 24
Reverse (antisense) GGCCAAAAATTAATCAGTGGA 22

176281 tagaaattag atctcttacc tLLLlSdad<{a s i< {aa<PWadad-atagg aaaatgagat
176341 ctactgtttt cctttactta ctacacctca
176401 oot oo agctacagtg asatctcgat ggagtgge
176461 |- oo jasd49:i:Cie gtaagaattg aggctatttt Eo<[a4:Clq:
176521 d=sctgagatg ctgctgagtt actagaaagt cattgaaggt ctcaactata
176581 gtattttcat agttcccagt attcacaaaa atcagtgttc ttatttttta tgtaaataga
176641 ttttttaact tttttcttta cccttaaaac gaatattttg aaaccagttt cagtgtattt

Fonte: Elaborada pela autora.

6.8.3 Eletroforese em gel de agarose

A fim de visualizar o padrédo das bandas obtidas na PCR (amplicons), as amostras
amplificadas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1,5% utilizando
UltraPure™ Agarose (Invitrogen, Carlshad,) diluido em tamp&o Tris/Borato/EDTA (TBE)
1X (Ultrapure™ TBE Buffer, Invitrogen, Carlsbad) contendo 0,1ul/ml de Sybr Safe DNA Gel
Stain (Invitrogen, Carlsbad), submetido em uma corrente de 90v por 45 minutos em sistema
de eletroforese horizontal (Loccus Biotecnologia, Modelo LCH 13x15, Cotia). O sucesso da
PCR foi determinado com a visualizacdo de bandas Unicas contendo 231 bp no

transluminador Safe Imager 2.0 Blue Light (Invitrogen, Carlsbad) (Figura 12).
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Figura 12 — Visualizagdo das bandas amplificadas de nove amostras ap6s PCR. A densidade da banda
reflete as concentragdes relativas de DNA amplificado.

Marcador de
peso molecular

i

300 pb
200 pb

100 pb 1 %273 &5576"7 "8 79 B

Fonte: Elaborada pela autora. Legendas: B: Branco (blank); Pb: pares de base.

Em casos de auséncia de amplificacdo do exon 15 do gene BRAF, foram realizadas
novas extragdes do DNA gendmico a partir das amostras tumorais previamente armazenadas
(duplicatas). Visando a obtencdo de amostras contendo DNA integro e de boa qualidade, as
etapas de reextracdo foram realizadas seguindo protocolos dos fabricantes do QlAamp FFPE
Tissue Kit (Maryland, QIAGEN Sciences) e ReliaPrep™ gDNA Miniprep System (Madison,
Promega), especificos para extracdo de DNA a partir de tecidos parafinados. Apds as
reextracdes, as amostras foram submetidas as mesmas etapas de analise da mutacdo
BRAFV%E anteriormente descritas. Diante da auséncia de amplificacdo, os casos respectivos

as amostras nao amplificadas foram excluidos do estudo.

6.8.4 Sequenciamento direto

Os amplicons foram sequenciados para a confirmacdo da presenca da mutagdo
BRAFV%E Para tanto, estas amostras foram purificadas utilizando colunas do Purelink Quick
PCR Purification Kit (Invitrogen, Carlsbad,) seguindo protocolo do fabricante e em seguida
levados para reacdo de sequenciamento direto em placas utilizando 2,5 pmol dos primers
(foward e reverse) e reagentes do BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Invitrogen, Carlsbad,). A precipitacdo da reacdo de sequenciamento foi realizada utilizando
solugdo de isopropanol 70% e com a adicdo de Hi-Di™ Formamide (Applied Biosystem,

Foster City). Apds a reacdo as amostras foram injetadas no sequenciador automatico
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multicapilar ABI PRISM XL3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City),

presente na plataforma de sequenciamento do ICS/UFBA.

As sequéncias de nucleotideos obtidas de cada amostra foram visualizadas através de
eletroferogramas gerados pelo sequenciador utilizando o programa BioEdit Sequence
Alignment Editor (HALL, 1999). A similaridade das sequéncias foi confirmada utilizando o
programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), disponivel pelo NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). A positividade da mutagio BRAFV®©E foj
confirmada com a presencga da alteracdo T1799A em heterozigose ou em homozigose nos

eletroferogramas avaliados (Figura 13).

Figura 13 — Eletroferogramas apresentam trechos de sequenciamentos deamplicons. A: Auséncia de
substituicdo nucleotidida, caracterizando um amplificado wild-type. B: Presenca de dois picos
nucleotidicos (heterozigose) na posigdo 1799 (T1799A).
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Fonte: Elaborado pela autora.

6.9 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis categoéricas foram apresentadas utilizando nimeros e porcentagens,
enguanto as variaveis continuas foram apresentadas utilizando médias + desvio padrdo. Para a
comparagdo dos aspectos clinicopatologicos dos pacientes e a presenca da mutacao
BRAFV®%E em seus respectivos tumores, foram utilizados o Teste de y2 e Teste Exato de
Fisher, para os dados categoricos e o Test T de Student para os dados continuos, cujas
distribuicbes de normalidade foram confirmadas através do Teste Shapiro-Wilk.Foram
realizadas andlises univariadas (Teste de x? e Teste Exato de Fisher) para avaliar as
associacBes entre aspectos clinicopatolégicos e presenca da mutagdo BRAFY®E do CPT,

além da estratificacdo inicial de risco de recorréncia segundo protocolos do Consenso
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Brasileiro e da ATA. Regressdo logistica multivariada foi realizada para identificar possiveis
associacles independentes. Foram incluidos no modelo de regressdo todas as associacfes
significantes observadas nas andlises univariadas. Valores de odds ratio (OR) foram
determinados para investigara intensidade das associagcdes. A significancia entre tais
associacOes foi baseada no valor de p < 0,05, determinado com intervalos de confianca de
95%. A anélise dos dados foi realizada utilizando o programa de pacote estatistico SPSS
Statistics for Windows, Version 22.0 (Armonk, IBM).

6.10 ASPECTOS ETICOS E FINANCEIROS

Este trabalho foi executado de acordo com a norma 196/96 da Comissdo Nacional de
Etica e Pesquisa (CONEP), sendo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Escola de
Enfermagem da Universidade Federal da Bahia (UFBA) ap6s submissdo do projeto no
sistema eletronico da Plataforma Brasil, base nacional e unificada de registros de pesquisas
envolvendo seres humanos (Anexo A). Apos andlise do projeto e verificacdo da aprovacdo do
estudo pelo CEP/UFBA, a participacdo do Hospital Sdo Rafael foi consentida pela Diretoria
Meédica instituicdo (Anexo B).

Este trabalho foi financiado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa no Estado da
Bahia (FAPESB), através do Edital de Apoio a Projetos de Pesquisa do Estado da Bahia
(Termo de Outorga: n® APP0040/2011).

7 RESULTADOS

7.1 SELECAO DO GRUPO AMOSTRAL

A Figura 14 apresenta o fluxograma completo das etapas de sele¢éo do grupo amostral.

Figura 14 — Fluxograma da sele¢do do grupo amostral.
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Casos de CPT identificados em
pesquisa de banco de dados

(M = 544)

}—'I Casos com auséncia dos respectivos laudos anatomopatoldgicos (N = 7) |
I 537 casos |

}—4 Rastreio de casos de microcarcinomas papiliferos de baixa agressividade (N = 144) ]
I 493 casos |

f—-l Blocos contendo tecido parafinades ausentes (N = 32) |
I 461 casos I

l—+ Casos que ndo passuiam estadiamento tumaoral completo (TNMSAICC) (M = 53} ]
I 408 casos ]

l—-| Selegdo de casos consecutivas (N = 224) |

224 casos consecutivos de CPT
'\I."ll'l: 1IIJ'|dI:|I:I.‘| e t"'\-rl.lliliil

l

135 amostras tumorais
coletadas

l—| Ausdncia de amplificacio do exon 15 do gene BRAF (N = 92)

I 43 casos de CPT avaliados |

Quinhentos e quarenta e quatro pacientes tratados e diagnosticados com CPT no periodo
entre 2006 a 2012 foram identificados na pesquisa em sistema de banco de dados eletronico
do SAPC/HSR. Laudos contendo dados referentes a avaliacdo anatomopatoldgica dos
tumores de 7 pacientes ndo estavam disponiveis no sistema, tornando os casos inelegiveis
para o estudo. Com intuito de avaliarmos tumores clinicamente relevantes, cento e quarenta e
quatro casos de microcarcinomas papiliferos de baixa agressividade (incidentalomas) foram
excluidos. Blocos de parafina contendo tecido tumoral de 32 pacientes ndo foram localizados,
inviabilizando a inclusdo destes pacientes no estudo. A revisdo de prontudrios fisicos e
eletronicos dos 461 pacientes restantes constatou auséncia de estadiamento tumoral completo
(TNM/AJCC) em 53 casos, restando 408 pacientes elegiveis para o estudo. Destes 408 casos,

224 casos consecutivos foram selecionados para integrarem o grupo amostral.

Foram coletadas amostras tumorais de 135 casos incluidos no estudo (60,2%; 135/224).
Contudo, mesmo apds a aplicacdo das etapas de reextracdo com os kits especificos para tecido
parafinados, as amostras de DNA gendmico extraidas mostraram-se inadequadas para a
realizacdo da andlise molecular para a maioria dos casos elegiveis para o estudo(68,1%;

92/135). Embora fossem obtidas amostras comboas concentragdesde DNA (>100ng/mL) e
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razbes A260/280 adequadas (1.8 — 2.0), foram constatados baixo rendimento e excessiva
degradacdo do DNA obtidos ap6s as extracbes (Figura 15), resultando na amplificacdo
ineficiente do exon 15 do gene BRAF para estas amostras tumorais. Dessa forma, somente foi
possivel realizar a analise da mutagdo BRAFY®%F em amostras tumorais de 43 pacientes
(31,9%).

Figura 15 — Perfil eletroforético de DNA extraido a partir de tecido parafinado (5-14) em
comparacdo ao DNA extraido a partir de tecido fresco (1-4) previamente armazenado no LET/ICS.
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7.2 DADOS CLINICOS E PATOLOGICOS GERAIS

A Tabela 6 apresenta as caracteristicas clinicas e patolégicas gerais dos 43 pacientes

incluidos no estudo.

Tabela 6 — Caracteristicas gerais dos pacientes incluidos no estudo.

Caracteristicas N (%)
(Total = 43)

Dados clinicos
Idade (anos)

Média £ DP 37,04 +13,58
Amplitude 12-78
<45 anos 34 (79)

<21 anos 5 (11,6)
22 - 44 anos 29 (67,4)
> 45 anos 9(21)

> 60 anos 3(7)



Sexo
Masculino
Feminino
Historia familiar
Dados histopatoldgicos
Subtipo histolégico
Forma classica
Variante folicular
Variante de células altas
Variante oxifilica
Variante trabecular
Tamanho tumoral (mm)

Média + DP
Amplitude
<10 mm
>10 mm
<20 mm
21 -39 mm
>40 mm

Tireoidite de Hashimoto
Multifocalidade
Invaséo vascular
Extensao extratireoidiana
Metéastase linfonodal
Metéastase a distancia
Estadiamento Tumoral (T)
T1
Tla
T1lb
T2
T3
T4

61

3(7)
40 (93)
6 (14)

32 (74,4)
8 (18,6)
1(2,3)
1(2,3)
1(2,3)

19,23 +11,36
5-50
11 (25,6)
32 (74,4)
21 (48,8)
7 (16,3)
4(9,3)
17 (39,5)
23 (53,5)
3(7)
3(7)
18 (41,9)
2 (4,7)

26 (60,5)
11 (25,6)
15 (34,9)
10 (23,3)
7 (16,3)

Continuacado na préxima péagina.

Tabela 6 — Caracteristicas gerais dos pacientes incluidos no estudo (continuagao).

Caracteristicas N (%)
(Total = 43)
Estadiamento (N)
NO 25 (58,1)
Nla 11 (25,6)
N1b 7 (16,3)
Estadiamento clinico (TNM)
I/ 37 (86)
HI/V 6 (14)

Risco de recorréncia
Consenso Brasileiro
Muito baixo

5 (11,6)
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Baixo 19 (44,2)
Intermediario 12 (27,9)
Alto 7 (16,3)

ATA
Baixo 17 (39,5)
Intermediario 20 (46,5)
Alto 6 (14)

A media de idade ao diagnostico observada no grupo de estudo foi de 37,04 £ 13,58
anos, com pacientes variando entre 12 e 78 anos. No presente estudo, 34 pacientes (79%)
tinham menos que 45 anos, enquanto 9 pacientes (21%) tinham 45 anos ou mais. Cinco
pacientes (11,6%) eram menores de 21 anos, 29 (67,4%) tinham entre 22 e 44 anos e outros 3
pacientes (7%) tinham 60 anos ou mais. Em relacdo ao sexo dos pacientes, a maioria
pertenceu ao sexo feminino (93%), enquanto apenas 3 eram homens (7%). Seis pacientes
(14%) apresentavam historia familiar de cancer de tireoide em pelo menos dois parentes de

primeiro grau.

Todos os pacientes incluidos no estudo foram submetidos a tireoidectomia total. Em
relacdo aos subtipos histolégicos apresentados, a forma classica do CPT foi a apresentacdo
mais frequente (74,4%), seguida da variante folicular (18,6%). Variantes raras foram
observadas em 3 pacientes (7%) do grupo de estudo, que consistiram de casos de variante de
célula altas (1), variante oxifilica (1) e variante trabecular (1). Os tamanhos dos tumores
papiliferos apresentados pelos pacientes variaram entre 5 a 50 milimetros (mm), sendo
observada a média de 19,23 + 11,36 mm.  Destes, 11 (25,6%) representaram
microcarcinomas, enquanto 32 tumores (74,4%) apresentaram tamanhos maiores que 10 mm.
Quanto aos tumores maiores de 10 mm, 21 (48,8%) casos eram menores ou iguais a 20 mm, 7
(16,3%) tinham entre 21 a 39 mm e 4 casos (9,3%) eram maiores que 40 mm. De acordo com
a classificagdo TNM, a maioria dos pacientes foram categorizados como casos T1 (60,5%),
sendo estes 11 casos Tla (25,6%) e 15 casos T1lb (34,9%). Dez pacientes (23,3%)
representavam casos T2 e 7 pacientes (16,3%) receberam a classificacdo T3. Nao houve
pacientes classificados como T4. Achados compativeis com TH foram observados em 17
casos (39,5%). Vinte e trés pacientes (53,5%) apresentaram mdaltiplos focos tumorais
intratireoidianos, sendo 2 casos (4,7%) de multifocalidade unilateral e 21 casos (48,8%) de
bilateralidade. Invasdo vascular foi observada em 3 casos (7%), assim como extensdo

extratireoidiana. Foi constatada a presenca de metastases para os linfonodos cervicais em 18
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pacientes (41,9%), sendo 11 (25,6%) classificados como casos Nla e 7 (16,3%) como N1b.

Apenas dois casos (4,7%) apresentaram metéstases a distancia (pulmao).

Seis casos (14%) possuiam estadio clinico avancado (l11/1V) e consequente elevado
risco de mortalidade em comparagdo aos casos de estadio clinico I/11 (86%). Em relacdo ao
risco de recorréncia, 24 pacientes (55,8%) apresentaram risco baixo ou muito baixo de acordo
com protocolo elaborado pelo Consenso Brasileiro, enquanto que 19 pacientes (44,2%)
representavam pacientes de risco intermediario ou alto de recorréncia. Quando avaliados
conforme o protocolo da ATA, em contraposicdo a classificacdo do Consenso Brasileiro, a
maioria dos casos representavam pacientes de risco intermediario ou alto risco de recorréncia

(60,4%), enquanto 17 casos (39,5%) representavam pacientes de baixo risco.

O Quadro 1 apresenta os pacientes com estadiamento clinico avancado (I11/1V) e suas
respectivas categorizacdes de acordo com a classificagdo TNM/AJCC, bem como 0S casos
classificados como risco intermediario ou alto de recorréncia tumoral de acordo com o
Consenso Brasileiro e a ATA e os principais achados que basearam as suas respectivas
classificacBes. Foi observado que entre os casos estabelecidos com estadio clinico baixo (I/11),
9 (22/28) possuiram risco intermediario e 6 possuiram risco alto de recorréncia segundo o
Consenso Brasileiro. Por sua vez, 18 e 4 casos de estadio clinico baixo apresentaram risco de
recorréncia intermediario e alto, respectivamente, de acordo com a ATA. Entre os pacientes
com estadio clinico avangado (I11/1V), foi estimado inicialmente baixo risco de recorréncia
tumoral apenas para um caso (Caso 1; TlaN1aMO0), de acordo com o Consenso Brasileiro.
Enquanto isso, apenas um caso com estadio clinico avancado foi classificado, no momento do

diagnostico, como risco baixo de recorréncia segundo a ATA (Caso 3; T3NOMO).



Quadro 1 — Pacientes com estédio clinico avangado (111/1V) e/ou com risco intermediério ou alto de recorréncia tumoral

Estratificacdo de risco de

mortalidade Estratificacdo de risco de recorréncia tumoral
TNM/AJCC CONSENSO BRASILEIRO ATA
Caso| Classificacdo Estédio clinico | Classificacdo Principal achado Classificacéo Principal achado
1 T1aN1laMO Il Baixo — Intermediario Meta LN
2 T2N1aMO Il Intermediario Invasdo vascular Intermediario Invasdo vascular
3 T3NOMO Il Intermediario Tumor > 4cm Baixo -
4 T3NOMO Il Intermediario Invasdo vascular Intermediario Invasdo vascular
5 T3NOMO Il Alto RCI Alto RCI
6 T1bNOM1 I Alto Meta DT Alto Meta DT
7 T2NOM1 1 Alto Meta DT Alto Meta DT
8 T3N1bMO I Alto > 10 LN acometidos Intermediario Meta LN
9 T3N1aMO0 i Intermediario pT3; 1-3 LN acometidos Intermediario Meta LN
10 T3NOMO I Alto RCI Alto RCI
11 T2N1bMO I Intermediario | pT2 (2-4 cm); 1-3 LN acometidos | Intermediario Meta LN
12 T2N1bMO I Intermediario | pT2 (2-4 cm); 1-3 LN acometidos | Intermediario Meta LN
13 T1bN1aMO I Baixo — Intermediario Meta LN
14 T1bN1aMO I Alto RCI Alto RCI
15 T2NOMO I Intermediario Invasdo vascular Intermediario Invasdo vascular
16 T2N1aMO I Alto > 10 LN acometidos Intermediario Meta LN
17 T3NOMO I Intermediério pT3 (2-4 cm) Intermedidrio pT3 (EET minima)
18 T1bN1bMO I Intermediario Variante de células altas Intermediario | Variante de células altas
19 T1bN1bMO I Intermediario 4-10 LN acometidos Intermediario Meta LN
20 T1aN1bMO I Intermediario 4-10 LN acometidos Intermediario Meta LN
21 T1bN1bMO I Intermediario Captacao cervical ectopica Intermediario Meta LN

Continuacdo na proxima pagina.
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Quadro 1 — Pacientes com estédio clinico avangado (111/1\V) e/ou com risco intermediario ou alto de recorréncia tumoral (continuacéao)

Estratificacdo de risco de
mortalidade Estratificacdo de risco de recorréncia tumoral
TNM/AJCC CONSENSO BRASILEIRO ATA
Caso| Classificacdo Estédio clinico | Classificacdo Principal achado Classificacéo Principal achado

22 T1bN1aMO I Baixo — Intermediario Meta LN
23 T1aNOMO I Muito baixo — Intermediario Meta LN
24 T1bNOMO I Intermediario Tumor >4 cm Baixo -
25 T1aN1laMO I Baixo — Intermediario Meta LN
26 T1aN1laMO I Baixo — Intermediario Meta LN
27 T1aN1aMO I Baixo — Intermediario Meta LN
28 T1laN1aMO I Baixo — Intermediario Meta LN

Legenda:
EET: Extenséo extratireoidiana
RCI: Resseccdo cirargica imcompleta

LN: Linfonodos

Meta DT: Metéastase a distancia

Meta LN: Metéastase linfonodal
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7.3 MUTACAO BRAFVSE E ASPECTOS CLINICOPATOLOGICOS

A prevaléncia da mutacdo BRAFY®E nas amostras tumorais amplificadas e
sequenciadas no grupo de estudo foi de 65,1% (28/43). Os pacientes foram divididos em dois
grupos de acordo com a presenca da mutagdo BRAFV®PE A associacio entre a mutagdo e 0s

aspectos clinicopatoldgicos apresentados pelos 43 pacientes estdo sumarizados na Tabela 7.

Tabela 7 — Associacdo entre a mutagdo BRAFV5%E e aspectos clinicopatolégicos dos pacientes

doestudo.
Variaveis BRAFV600E (.) BRAFV600E (+)  Valor de p
(n=15) (n =28)
Idade ao diagnostico 0,024
<21 anos 4 (26,7) 1(3,6)
22 - 44 anos 11 (73,3) 18 (64,3)
> 45 anos - 9(32,1)
> 60 anos - 3(10,7)
Média + DP 29,73 +10,18 40,96 + 13,69 0,008T
Sexo 0,541t
Feminino 15 (100) 25 (89,3)
Masculino - 3(10,7)
Historia familiar (+) 1(6,7) 5(17,9) 0,403t
Subtipo Histolégico 0,189
Classico 9 (60) 23 (82,1)
Variante Folicular 5 (33,3) 3(10,7)
Variante de Células Altas 1(6,7) -
Variante Oxifilica - 1(3,6)
Variante Trabecular - 1(3,6)
Tamanho do maior nédulo
(mm)
Média +DP 17,6 £9,51 20,1+12,32 0,497T
Multifocalidade (+) 7 (46,7) 16 (57,1) 0,512t
Unilateral 1(6,7) 1(3,6)
Bilateral 6 (40) 15 (53,6)
Auséncia 8 (53,3) 12 (42,9)
Invasdo vascular (+) 1(6,7) 2 (7,1) 1t
Extenséo Extratireoidiana (+) - 3(10,7) 0,541t
Tireoidite de Hashimoto (+) 10 (66,7) 7 (25) 0,008t
Metéastase Linfonodal (+) 7 (46,7) 11 (39,3) 0,751t
Metéastase a distancia (+) 1(6,7) 1(3,6) 1t

Continuagao na proxima pagina.
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Tabela 7 — Associacéo entre a mutagdo BRAFV®E e aspectos clinicopatoldgicos dos pacientes

do estudo (continuacéo).

Variaveis BRAFV600E (-) BRAFV6E (+)  Valor dep
(n=15) (n =28)
Estadio clinico (AJCC/TNM) 0,095t
I 13 (86,6) 21 (61,8)
I 2 (13,3) 1(3,6)
1l — 6 (21,4)
v - —
Risco de recorréncia tumoral
Consenso Brasileiro 0,787t
Muito baixo 1(6,7) 4 (14,3)
Baixo 8 (53,3) 11 (39,3)
Intermediario 4 (26,6) 8 (28,6)
Alto 2 (13,3) 5(17,8)
ATA 0,368t
Baixo 5 (33,3) 12 (42,9)
Intermediario 9 (60) 11 (39,3)
Alto 1(6,7) 5(17,9)

Legenda:
t Teste de Qui quadrado ou Teste de Fisher
T Teste T de Student

A partir da analise entre os grupos foi observado que os pacientes BRAFY5%E positivos
possuiram idade mais avancada quando comparado ao grupo BRAFV%E negativo (40,96 +
13,69 vs 29,73 + 10,18; P = 0,008). Quando avaliado de forma categorica a distribuicao por
faixas etarias (Tabela 7), diferenca estatistica significativa entre os grupos positivo e negativo
para a mutacio BRAFV%E foi encontrada em relacdo a idade ao diagnostico do paciente (P =
0,024). Assim como as medias observadas, as frequéncias relativas para cada faixa etaria
demonstraram que os pacientes BRAFY5%F positivos apresentaram idade mais avangada (> 45
anos) quando comparado aos casos negativos (32,1% vs 0%), incluindo os Unicos trés
pacientes com mais de 60 anos. Por outro lado, houve frequéncia baixa da mutacdo
BRAFY®%E entre os pacientes < 21 anos (1/5 casos), sendo apenas um paciente desta faixa

etaria pertencente ao grupo BRAFY8%E positivo (3,6%).

Embora nenhuma significancia estatistica tenha sido observada em relagdo ao sexo e
historia familiar de cancer de tireoide dos pacientes, todos os individuos do sexo masculino e
a maioria dos pacientes com historia familiar de cancer de tireoide pertenceu ao grupo

BRAFV8%E positivo (3/3 e 5/6 casos; respectivamente).
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Em relagdo as caracteristicas anatomopatoldgicas dos tumores, 0s Unicos casos de
variante oxifilica (1) e variante trabecular hialinizante (1) possuiam a mutacio BRAFY600E
(Figura 16), mas nao foi constatada a presenca da mutacdo na unica variante de células altas.
A forma classica do CPT foi igualmente predominante entre 0S grupos negativo e positivo
para a mutagdo BRAFY®E enquanto que os casos de variante folicular concentraram-se no
grupo de tumores BRAFY®%E negativos (33,3% vs 10,7%). Contudo, ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos BRAFY®%E positivo e negativo em relagdo ao subtipo histoldgico
(P = 0,189).

Figura 16 — Visualizacdo por microscopia ptica das variantes raras e CPT classico BRAFV60E
positivos. A: Variante trabecular hialinizante; B: Variante oxifilica (oncocitica); C: Forma classica.
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Quando avaliadas as medias de tamanho tumoral dos grupos, ndo foi observada
diferenca estatistica (Grupo BRAFY5%E positivo: 20,1 + 12,32 vs Grupo BRAFV%E negativo:
17,6 + 951; P = 0,497). O grupo BRAFV®%E positivo, embora ndo estatisticamente
significante, apresentou maior frequéncia de casos com invasao vascular (7,1% vs 6,7%; P =
1), extensdo extratireoidiana (10,7% vs 0%; P = 0,541) e multifocalidade tumoral (57,1% vs
46,7%; P = 0,512), inclusive com mais casos de bilateralidade em relacdo ao grupo
BRAFV%E negativo (53,6% vs 40%).Houve diferenca estatistica significativa na distribuicio
dos casos de CPT associados a TH entre os grupos, sendo a sua presenca observada com mais

frequéncia entre 0s casos negativos para a mutacao (25% vs 66,7%; (P = 0,008).

A maioria dos pacientes que apresentaram metastases para os linfonodos cervicais
pertenceram ao grupo BRAFV®%E positivo (11/18 casos), no entanto nio foi observada
diferenca estatistica entre os grupos BRAFY®%E positivo e negativo em relagdo a prevaléncia
deste achado (39,3% vs 46,7%; P = 0,751) (Tabela 7). Os Unicos dois casos de metastase a
distancia foram igualmente distribuidos entre os grupos positivo e negativo para a mutacao
BRAFVGOOE_

Ao final, todos os casos com estadio clinico avangado (I11/1V) pertenceu ao grupo
BRAFV6%E positivo. Em relacdo a classificagdo de risco de recorréncia tumoral, houve maior
concentragio de casos com risco intermediario ou alto de doenca no grupo BRAFV60E
positivo quando comparado ao grupo BRAFY®%E negativo (46,4% vs 39,9%; P = 0,787), de
acordo com o Consenso Brasileiro (Tabela 7). Por outro lado, houve prevaléncia elevada
casos com risco intermediario ou alto segundo a ATA entre os casos BRAFY%E negativos
(66,7% vs 57,2%; P = 0,537). Contudo, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os

grupos BRAFV8%E nositivo e negativo (Tabela 7).

Com o proposito de compreender a relevancia prognéstica da mutacio BRAFV600E
em relagdo aos aspectos clinicopatologicos do CPT, bem como identificar possiveis
associacOes independentes, foi realizada uma anélise multivariada de regressdo logistica
envolvendo apenas as associagdes que foram significativas (valor de P < 0,05) na Tabela 8.
Para tanto, foram realizados ajustes para varios fatores prognésticos que a literatura tem

associado com o desfecho clinico avaliado.
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Tabela 8 — Andlises univariada e multivariada da associacdo da mutacdo BRAFV%E com
aspectos clinicopatoldgicos do CPT.

Mutacdo BRAFV600E
Andlise univariadaP Analise multivariada

Variaveis OR bruto IC95% | Valordep | ORajustado | IC95% | Valordep
IdadeT

<21 anos 0,1 0,01-1,01 0,043 0,09 0-1,3 0,078

> 45 anos 1,47 1,14-1,90 0,014 1,87 0,11-3,40 0,998
THi 0,16 0,04 - 0,65 0,008 0,14 0,02 -0,77 0,024

Para andlise univariada:
P: Teste de Qui Quadrado e Teste Exato de Fisher

Para analise multivariada:
T: Ajustado por tamanho tumoral, tireoidite de Hashimoto, invasao vascular, extensao
extratireoidiana, metastase linfonodal e metastase a distancia.

t: Ajustado por idade, tamanho tumoral, extensdo extratireoidiana e metastase linfonodal

A Tabela 8 apresenta associagdes observadas entre a presenca da mutagdo BRAFV60E ¢
idade ao diagnostico (< 21 anos e > 45 anos) e achado de TH associado ao tumor papilifero.
Em relacdo a idade ao diagnostico igual ou inferior a 21 anos, a associacdo negativa
observada na andlise univariada também foi apresentada na analise multivariada (OR: 0,10 e
0,09, respectivamente). No entanto, ndo houve significancia estatistica na associacao negativa
apos analise multivariada (P = 0,078), evidenciando a possivel interacdo de confundidores
nesta associacdo. Houve associagdo positiva entre idade igual ou superior a 45 anos (OR:
1,47), mas a associacdo também perdeu significancia apds os ajustes da analise multivariada
(P = 0,998). Em relacéo a associacio entre a presenca da mutacdo BRAFY%E e TH associada
ao tumor, a associacdo negativa observada na andlise univariada permaneceu significativa
apos analise multivariada (P = 0,024), evidenciando o efeito protetor independente desta
comorbidade sobre a mutagdo BRAFY®%E (OR: 0,14).
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8 DISCUSSAO

Na pratica clinica, tecidos provenientes de resseccdes cirurgicas podem ser
congelados, mantidos a fresco ou estabilizados com um fixador que assegura a preservacao da
arquitetura tecidual e morfologia celular. Dentre os diversos tipos de fixadores utilizados na
rotina laboratorial, o formaldeido na forma de formalina é reconhecido como fixador
universal, amplamente utilizado pelos servigos de Patologia (SRINIVASAN; SEDMAK;
JEWELL, 2002). Tecidos fixados em formalina e emblocados em parafina tornaram-se fontes
valiosas de pesquisa no dmbito da Biologia Molecular nos ultimos anos, especialmente para
estudos sobre as bases genéticas das doencas. Devido a praticidade da disponibilidade dos
blocos de parafina pelos servicos de Patologia de instituicbes médicas e/ou académicas,
muitos pesquisadores optam pela utilizacdo dos blocos de tecido parafinados para estudos
retrospectivos de longo prazo.

A literatura tem demonstrado que o sucesso da extracdo do DNA a partir de tecidos
parafinados fixados em formalina tem sido bastante variavel (DOUGLAS; ROGERS, 1998;
SERTH et al, 2000). No presente estudo, a qualidade e a integridade do DNA extraido a partir
da maioria das amostras tumorais do tecido tireoidiano dos pacientes do grupo amostral foram
prejudicadas, impossibilitando a amplificacdo do exon 15 do gene BRAF pela técnica de PCR
convencional na maioria das amostras selecionadas. Evidéncias sugerem que a formalina é
capaz de induzir a degradacdo do DNA (WILLIAMS et al, 1999; SRINIVASAN; SEDMAK;
JEWELL, 2002). A degradacdo tem sido atribuida principalmente a fatores inerentes ao
processamento do material, que incluem o tempo e a temperatura de fixacdo do tecido, e o pH
e a concentragdo da formalina utilizada (TOKUDA et al, 1990; FOSS et al, 1994,
DOUGLAS; ROGERS, 1998; LEHMANN; KREIPE, 2001; ZIMMERMANN et al, 2008;
NILAND et al, 2012). Visando padronizar o processamento das pecas anatdmicas recebidas, o
SAPC/HSR passou a adotar critérios mais rigidos para o processamento dos tecidos somente
em 2012. Uma vez que o presente estudo também incluiu blocos de tecido parafinado datados
antes de 2012, a integridade do material genético proveniente das amostras tumorais coletadas
para analise da mutacio BRAFY®%E pode ter sido comprometida em razdo do processamento

inadequado do material.
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Tendo em vista este viés metodoldgico, profissionais de setores de Patologia e
pesquisadores interessados em acessar tecidos parafinados para pesquisa em andlise genética
devem atentar para a identificacdo de possiveis fatores que afetam qualidade do material.
Caso estes fatores ndo possam ser identificados oureparados,faz-se necessaria a avaliacdo da
qualidade das amostras de DNA obtidas apds extracdo. Para tanto, baseado na experiéncia do
estudo, a aplicacdo das amostras em sistema de eletroforese em gel de agarose torna-se um
método qualitativo pratico e rapido para a verificacio da ocorréncia de degradacéo
(SIWOSKI et al, 2002). Visualizagao de “borroes” (smears) ao longo do gel ao invés de
bandas visiveis e de alto peso molecular indica amostras contendo DNA degradado, ou seja,
fragmentado em tamanhos menores. Dessa forma, degradacdo do DNA oferece limitagdes
criticas para a amplificacdo de sequéncias de interesse, dificultando o reconhecimento dos
primers as sequéncias alvos e reduzindo de maneira significativa a quantidade de produtos da
PCR. Escolhas por sequéncias alvos para amplificacdoe desenho de primers cada vez menores
poderiam solucionar este problema, mas ainda haveria o risco da perda da especificidade da
amplificacdo. Submissdo das amostras a nimeros maiores de ciclos da PCR ou aplicacdo do
PCR Nested também seriam outras estratégias, uma vez que, a principio, maximizariam a
quantidade de produtos da PCR de uma amostra contendo baixas concentracdes de DNA
molde. No entanto, estas abordagens muitas vezes ndo produzem o efeito desejado, por
exemplo:quando ha poucas sequéncias moldes disponiveis, ligacdo dos primers pode ndo
ocorrer de forma igual para cada alelo durante os primeiros ciclos da PCR, resultando em
desequilibrio entre os produtos alélicos (BUDOWLE; EISENBERG; VAN DAAL, 2009),

oferecendo, assim, interpretacfes menos confidveis.

Ainda ha opcdo da utilizacdo de kitscomerciais voltados especialmente para extracdo de
DNA a partir de tecidos parafinados. No presente estudo, trés kits para extracdo de DNA
foram utilizados. Projetado para purificacdo de DNA genémico, mitocondrial e viral a partir
de amostras de diversas origens, o kit PuregeneCore tem como principio basico a digestdo
enzimatica das membranas celulares através da proteinase K durante longos periodos de
incubacdo, que podem variar de 3 horas a 3 dias. Por outro lado, os kits especificos para
tecido parafinado(QlAamp e Reliaprep), otimizam a purificacdo do DNA sem a necessidade
de incubacbes overnight. Baseados em propriedades de ligacéo seletiva do DNA membranas
de silica e eluicdo, os métodos empregados peloskits promovem a remogdo das ligacGes
cruzadas formadas entre o formaldeido e as moléculas de DNA sem a necessidade de longos

periodos de incubacdo apds digestdo por proteinase K. Diversos estudos observaram
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resultados satisfatorios na amplificagdo de DNA apos extracdes com Kits especificos para
tecido parafinado (SIMONATO et al, 2007; CANNON-ALBRIGHT et al, 2011; LUDYGA et
al, 2012;RABELO-GONCALVEZ et al, 2014). Resultados obtidos da extracdo de DNA
segundo protocolos de cada kit empregado no presente estudo foram semelhantes,
apresentando concentragbes e purezas de DNA, a principio, adequadas. Contudo, 0s
protocolos dos kitsQlAamp e Reliaprep foram ineficazes para o estudo uma vez que, assim
como o kit Puregene Core, ndo viabilizaram amplificacdo das amostras de DNA. Portanto,
quantidades suficientes de DNA nem sempre refletem a quantidade de DNA molde necessaria

para o éxito da PCR.

Além da otimizacdo das técnicas de extracdo para maximizar o rendimento das
amostras de DNA, o foco na busca por novas estratégias de amplificagdo que pudessem
sobrepor ou mesmo reparar 0 DNA fragmentado tem demonstrado resultados promissores.
Recentes avangos em meétodos de amplificagdo do genoma inteiro (whole genome
amplification; WGA)oferecem uma saida para a recuperacao de amostras degradadas. Sendo
um dos métodos utilizados para a WGA, a amplificacdo por deslocamentos multiplos
(multiple displacement amplification; MDA)envolve processo de preparagdo do DNA
fragmentado que resulta na ligacdo enzimética dos fragmentos de DNA em ordens aleatorias.
Apesar das sequéncias ndo corresponderem a ordem da sequéncia original, a deteccdo de
polimorfismos ndo € afetada. Assim, a reacdo de WGA é realizada, resultando em amostras
amplificadas de DNA integro ou de tamanhos maiores disponiveis para anélises moleculares
subsequentes (HUANG et al, 2000; SILANDER; SAALERA et al, 2008). Diversos Kits
comerciais baseados nesta técnica foram desenvolvidos para amostras provenientes de tecidos
parafinados, tais como o REPLI-g FFPE (Maryland, QIAGEN Sciences) e o GenomiPhi
Amplification (Little Chalfont, GE Health Care). Muitos estudos empregaram estes ou outros
kits comerciais semelhantes para amplificacdo de DNA de tecidos parafinados, inclusive para
investigacdo de mutacGes no gene BRAF (BERRES et al, 2014). No entanto, nem todos
obtiveram resultados satisfatérios (MACIEJEWSKA; JAKUBOWSKA; PAWLOWSKI,
2013), sugerindo que o método ainda ¢ limitado para analise de amostras de DNA gravemente

degradadas.

Devido & degradacdo do material genético da maioria das amostras tumorais pelas
razOes anteriormente citadas, a analise da mutacio BRAFY®%E foi realizada em apenas 43
pacientes.Diversos estudos reportaram a taxa de prevaléncia da mutacdo em CPT, que variou
entre 23 a 69% (COHEN et al, 2003; NAMBA et al, 2003). De acordo com dados da meta-
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andlise de Ju-Han Lee, Eung-Seok Lee e Young-Sik Sim (2007) com estudos publicados antes
de 2006, a mutacdo estd presente em cerca de 49% dos casos, sendo portanto a alteracéo

genética mais frequente em CPT.

No presente estudo, a mutacio BRAFY®E foi identificada em 28/43 (65,1%) dos
tumores papiliferos consecutivos tratados entre 2006 e 2012 no Hospital Sdo Rafael, na
cidade de Salvador. Até o momento, ndo ha outros estudos publicados que tenham
investigado a prevaléncia da mutacdo BRAFY%E em CPT na populacgdo do Estado da Bahia.
No entanto, a prevaléncia elevada da mutacdo observada no presente estudo esteve em
conformidade com os achados de alguns outros estudos que avaliaram a populacéo brasileira.
Dois estudos conduzidos no Hospital Araujo Jorge, centro de referéncia em diagnostico e
tratamento do cancer no Centro-Oeste brasileiro localizado na cidade de Goiania, reportaram
taxas de prevaléncia da mutacio BRAFV®%E em CPT semelhantes a observada no presente
estudo. Silva (2012) reportou taxa de prevaléncia da mutacéo de 63,8% em amostras tumorais
de 116 casos de CPT diagnosticados entre 2000 e 2005. Por sua vez, Gotijo (2012) observou
taxa prevaléncia de 62,5% da mutagdo BRAFYE em 80 casos de microcarcinoma papilifero
diagnosticados entre 1996 e 2008. No entanto, cabe mencionar que apesar de ambos estudos
também terem utilizado amostras tumorais oriundas de tecido parafinado, estes empregaram o
método de polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (restriction
fragmentlength polymorphism; RFLP) aliada & PCR para detec¢do da mutacio BRAFV600E
(GOTHO, 2012; SILVA, 2012). No presente estudo, houve o emprego da técnica de
sequenciamento direto, que ja foi apontado como método de maior acurécia para a deteccao

de polimorfismos de nucleotideo Unico (DAVIS et al, 2007).

Estudos conduzidos em S&o Paulo observaram menores taxas de prevaléncia da
mutacio BRAFV%%E em relagdo a observada no presente estudo. Dutenhefner (2011) observou
em uma coorte de 51 casos consecutivos de CPT, diagnosticados no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, taxa de prevaléncia de 29,4% da
mutacdo BRAFY®E empregando método de PCR convencional seguida por sequenciamento
direto. Este estudo optou pela investigacdo da presenca da mutacdo em tumores provenientes
tanto de tecido fresco quanto de tecido parafinado (DUTENHEFNER, 2011). No entanto, este
trabalho ndo descreve qual tipo de material foi priorizado, de modo que limita a avaliacdo da
taxa de prevaléncia da mutagio BRAFV®%E em comparacdo a outras casuisticas. Por outro
lado, Oler e Cerutti (2009) conduziram estudo retrospectivo na mesma instituicdo utilizando

apenas tecido fresco de 120 pacientes com CPT diagnosticados entre 2000 e 2007. Através do
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método de sequenciamento direto, foi observada taxa de prevaléncia da mutagdo BRAFV60E
de 48%(OLER; CERUTT]I, 2009).

Ainda que os dados representem um numero reduzido de pacientes avaliados,outras
caracteristicas do presente estudo poderiam explicar taxa deprevaléncia mais elevada.A
selecdo ndo-randomizada, a opgdo por anélise retrospectiva e a grande perda amostral causada
pela dificuldade técnica da amplificagdo do exon 15 do gene BRAF podem ter constituido um
viés de selecdo ao incluir em maior proporcao pacientes com tumores mais agressivos e com
elevado risco de recorréncia, caracteristicas associadas com a mutagdo BRAFY6%E em estudos
prévios (LI, C. et al, 2012; LIU, X. et al, 2014). Xiaolong Lee e colaboradores (2009)
investigaram a mutacdo BRAFY® em 64 casos de microcarcinomas papiliferos e
observaram que tumores BRAFY5E positivos exibiram de forma significativasinais de
agressividade, tais como estadio clinico avancado, extensdo extratireoidiana e metastase para
os linfonodos. Embora o0 mesmo achado ndo tenha sido observado por outros estudos (KIM,
T. Y, 2005; WALCZYK et al, 2014), a inclusdo seletiva de microcarcinomas papiliferos com
caracteristicas clinicopatologicas agressivas no presente estudo pode ter constituido outro viés

que contribuiu para a maior deteccdo da mutagio BRAFY6E,

A populacdo do presente estudo envolveu pacientes diagnosticados e tratados apés
2006. Cabe destacar que a literatura tem reportado mudancas temporais no perfil mutacional
do CPT, de modo que a prevaléncia da mutagio BRAFY®E tem aumentado
significativamente em relacdo aos tumores tratados no passado (SMYTH et al, 2005;
MATHUR et al, 2011; ROMEI et al, 2012). Estudo multicéntrico conduzido por Romei e
colaboradores (2012) na Italia demonstrou aumento significativo da prevaléncia da mutacéo
BRAFV%E entre 1996 e 2010 (28% vs58,1%; P = < 0,0001), e, em contraste, decréscimo da
frequéncia de rearranjos RET/PTC (33% vs 9,8%; P = < 0,0001). Tendo em vista que 0s
grupos de pacientes avaliados pelo estudo ndo apresentavam diferencas significativas em
relacdo a idade ao diagndstico, tamanho tumoral e presenca de metéstases locais e a distancia,
os achados do estudo sugerem que fatores ambientais possam ter influenciado o aumento da
incidéncia da mutacdo BRAFV6(ROMEI et al, 2013).

Estudos tém apontado que alto consumo de iodo poderia ter impacto na prevalénciada
mutacdo BRAFV®E  Estudos recentes na China, Coreia do Sul e Jap&o observaram elevada
prevaléncia da mutagio BRAFY®%E, Somente na Coreia do Sul, a taxa de prevaléncia da
mutacdo BRAFY®%E em CPT varia entre 50 a 91% (MOON, H. J. et al, 2009; KIM, S. K. et

al, 2011). Guan e colaboradores (2009) selecionaram randomicamente para estudo
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epidemioldgico 1032 casos de CPT de pacientes provenientes de cinco regides da China que
apresentavam diferentes taxas de consumo de iodo. As regides de alto consumo de iodo
apresentaram maior prevaléncia da mutagdo BRAFV®E quando comparadas as regides de
baixo consumo (69% vs 53%; P = 0,0001), achado compativel com a taxa de prevaléncia
observada no presente estudo. Recentemente, com intuito de avaliar o status nutricional de
iodo no Estado da Bahia, o LET/ICS mensurou os niveis de iodo em amostras de urina de
1369 criancas de escolas publicas (CAMPOS, 2014b). Em Salvador, houve predominancia de
ioduria na faixa correspondente a 200-299ug/L, indicando nutricdo excessiva de iodo entre as
criancas da capital baiana (CAMPQOS, 2014b). Se extrapolarmos este achado para a populagao
adulta, o excesso do consumo de iodo poderia explicar a elevada taxa de prevaléncia da
mutacdo BRAFYSE em CPT de pacientes residentes em Salvador. Até o momento, 0s
mecanimos moleculares por tras da influéncia do alto consumo de iodo na ocorréncia da
mutacio BRAFY®E em células foliculares tireoidianas ainda precisam ser elucidados.
Especula-se que poderiam envolver provavel acdo nociva do processo natural de oxidacéo do
iodo dentro da célula, propiciando danos e/ou reparacdo ineficiente do DNA e favorecendo a
ocorréncia da mutacio BRAFY®E (GUAN et al, 2009). No entanto, como discutido
previamente, observam-se baixas taxas de prevaléncia da mutacio BRAFY®E em estudos
conduzidos em Sdo Paulo (OLER; CERUTTI, 2009; DUTENHEFNER, 2011), cidade onde o
consumo de iodo ainda é considerado alto (VEIGA et al, 2013; CAMPOS et al, 2014), e onde
a incidéncia do cancer de tireoide é mais elevada quando comparado a outras regides
brasileiras (COELI et al, 2005).Portanto, tendo em vista os achados contraditorios, faz-se
necessaria a conducdo de estudos voltados para a investigacdo da associacdo entre consumo
de iodo e ocorréncia da mutacdo BRAFY®™E em CPT na populagdo brasileira.
Estabelecimento do alto consumo de iodo como fator de risco para a mutacdo BRAFV60E
podera fornecer explicacdo para a associacdo do aumento da ingestdo de iodo com o CPT
observada em muitos estudos epidemiolégicos (FRANCESCHI, 1998; KNOBEL,;
MEDEIROS-NETO, 2007; VEIGA et al, 2013).

Outra questdo a ser considerada é a possibilidade da subestimacdo, dependente de
metodologia, da real prevaléncia da mutagdo BRAFY®%E, A aplicagdo de uma variedade de
métodos para deteccdo da mutacdo BRAFV®Etambém poderia explicaras diferentes taxas de
prevaléncia da mutagdo BRAFV8%E observadas na literatura, uma vez que apresentam
diferentes sensibilidade. Assim como o presente trabalho, grande parte dos estudos empregam

a técnica de sequenciamento direto para a detec¢do da mutacdo (ABROSIMOV et al, 2007;
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NAKAYAMA et al, 2007; FRASCA et al, 2008; GUAN et al, 2009; MOON, H. J. et al, 2009;
CHAKRABORTY et al, 2012; KIM, S. J. et al, 2012). Sequenciamento direto é um método
padrdo-ouro para identificacdo de alteracbes genéticas, uma vez que permite a observacao de
outras variantes durante a leitura das sequéncias. Na meta-andalise de Xin Liu e colaboradores
(2014), a prevaléncia da mutacio BRAFV%%E em CPT observada nos estudos que aplicaram o
método variou entre 34,1% a 73,4%. Apesar da ampla aplicacdo da técnica, sequenciamento
direto apresenta limitacOes técnicas.Sapio e colaboradores (2006) observaram que o0
sequenciamento direto de produtos da PCR apresentou-se como um meétodo menos sensivel
na detecgdo da mutacdo BRAFV%E em tecido parafinado. O método foi capaz de detectar a
mutacio BRAFY®%E apenas em amostras que continham mais de 40% das células albergando
a mutacdo (SAPIO et al, 2006). Sequenciamento direto é capaz de realizar a leitura de
sequéncia de DNA do tipo selvagempresente na amostra, portanto leitura incorreta pode
ocorrer caso a quantidade de DNA do tipo selvagem exceder consideravelmente a quantidade
de DNA mutante (SHACKELFORD et al, 2004).A possibilidade da mutagdo BRAFY%E n3o
estar presente em todas as células tumorais foi investigada por Guerra e colaboradores (2012),
que constataram que ocorréncia clonal da mutacio BRAFV®E em CPT nio é frequente e que
a maioria consideravel dos tumores papiliferos consistem de uma mistura de células que
albergam ou ndo a mutacdo BRAFY®%E Polimorfismo de conformacéo de fita simples (single
strand conformation polymorphism; SSCP) caracteriza-se como método também bastante
empregado na deteccio da mutacio BRAFY®E em CPT. Na meta-analise de Xin Liu e
colaboradores (2014), os estudos que utilizaram esta técnica observaram prevaléncia da
mutacido BRAFV®E que variava entre 33,5% a 43,8% (RIESCO-EIZAGUIRRE et al, 2006;
LUPI et al, 2007; ELISEI et al, 2008; SYKOROVA et al, 2010). No entanto, Sapio e
colaboradores (2006) também constaramsensibilidade reduzida similar do método para
deteccdo da mutacio BRAFY®E em tumores parafinados. Os autores observaram que a
técnica de amplificacdo de alelo mutante especifica (mutant allele-specific PCR amplification;
MASA) demonstrou ser especifica e mais sensivel, capaz de detectar a mutagdo BRAFV600E
em concentracdes abaixo de 20% de células acometidas (SAPIO et al, 2006), no entanto,

ainda ndo houve outros estudos que exploram a sua aplicagéo clinica.

Outra alternativa para deteccdo da mutagdo BRAFV®PE ¢ a utilizacdo de métodos
imunohistoquimicos (IHQ), amplamente utilizados na deteccdo de proteinas em tecidos
parafinados para fins diagnésticos. Recentemente, Capper e colaboradores (2011)

desenvolveram um anticorpo monoclonal (denominado VE1) capaz de identificar a proteina
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BRAF mutada na lamina citologica de nddulos e de tecidos tumorais, mesmo em amostras
provenientesde tecidos parafinados. Andlises genéticas e de IHQ foram realizadas em cortes
histologicos de 47 casos de metastases de melanoma e 21 casos de CPTcom intuito de
investigar a acuracia do clone VE1 para identificacio da proteina BRAFY%F (CAPPER et al,
2011). Reacgéo de IHQ foi considerada positiva quando ndo houve ambiguidade na marcacao
citoplasmatica, tais como coloracdo difusa fraca, qualquer tipo de marcagdo nuclear isolada,
coloracdo fraca de células intercaladas unicas e marcacdo de monaocitos/macrofagos
(CAPPER et al, 2011). Foi observado que o clone VE1 detectou todos os casos de melanoma
e CPT BRAFY®%E positivos(25/68; 36%) e negativos, sendo capaz, inclusive, de identificar o
status mutacional do gene BRAF entre 0s casos em que a analise por sequenciamento direto
foi ineficiente (CAPPER et al, 2011).Outros estudos subsequentes confirmaram a acuracia do
VEL para deteccdo da proteina BRAF mutada em células tumorais (KOPEREK et al, 2012;
ROUTHIER et al, 2013; ZAGZAG et al, 2013; ILIE et al, 2014). Aliado as taxas de
sensibilidade e especificidade elevadas apresentadas pelo método, a técnica de IHQ em
tecidos previamente fixados em formalina pode permitir o acesso do status mutacional de
amostras inadequadas para analise genética, como amostras contendo poucas células tumorais

ou apresentando fragmentagdo de DNA.

Outra vantagem atribuida a IHQ se encontra na possibilidade de averiguar o perfil de
expressao da proteina BRAF mutada através da intensidade da coloracdo e contagem de
células marcadas (geralmente expressa em porcentagem) (FENG et al, 2010; CAPPER et al,
2011). Baseado nestes aspectos, diversos estudos buscaram investigar a aplicacdo progndstica
da superexpressdo da mutacio BRAFV®%E em CPT. Feng e colaboradores (2010) observaram
que superexpressdo da proteina BRAF mutada em CPT esteve associada com presenca de
metastases linfonodais (P = 0,019) e superexpressao de genes envolvidos na proliferacdo
celular (proliferating cell nuclear antigen;PCNA)(P = 0,000) e na regulacdo do reparo de
erros da replicagdo do DNA (human muts homolog 2; hMSH2) (P = 0,0019). Contudo, este
estudo foi limitado pelo o baixo ponto de corteadotado na determinagdo de superexpressdo (>
10% das células marcadas na reacdo) (FENG et al, 2010). No estudo de Silva
(2012),superexpressdo da mutacio BRAFY®%Efoi determinada pela coloragio de > 50%
células tumorais e esteve associada com extensao extratireoidiana (P = 0,0183) e metastase a
distancia (P = 0,0001). Estudos sugerem que a amplificagdo génica, evento comum em alguns
tumores (ALBERTSON, 2006), propicia a superexpressdo da proteina BRAF e pode ser um
mecanismo de ativagdo do gene BRAF em CPT (CIAMPI; ZHU; NIKIFOROQV, 2005; XING,
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2013). Investigacdo da superexpressdo da proteina BRAF em amostras histologicas poderia
adotada como ferramenta auxiliar progndstica na avaliacdo do CPT.

Acontaminacdo de amostras tumorais por células oriundas do tecido normal adjacente
representa outro fator a ser considerado, uma vez que pode dificultar a detecgdo da mutacédo
BRAFV%E quando essas estdo presentes em grande quantidade.Alguns estudos empregaram a
técnica de microdisseccdo de captura alaser (MCL) visando evitar resultados falso-negativos
e observaram prevaléncias que variaram entre 39% a 62% (GIANNINI et al, 2007; LUPI et al,
2007; FRASCA et al, 2008; GUERRA et al, 2012; ZHENG, X. et al, 2012). A técnica
aumenta a sensibilidade na identificacdo de DNA mutante na presenca de DNA do tipo
selvagem, considerando que a amostra obtida conteria quase que exclusivamente células
tumorais (ESPINA et al, 2006).

Devido a desvantagemdos estudos retrospectivos com tecido parafinado, outros também
optaram pela utilizacdo de tecido fresco para deteccdo da mutacio BRAFVEYE, Xin Liu e
colaboradores (2014) observaram prevaléncias mais elevadas da mutagdo BRAFY600E,
variando entre 47% a 79% em estudos que ndo utilizaram tecido parafinado. A vantagem do
emprego do tecido fresco em detrimento dos tecidos emblocados em parafina na pesquisa
molecular reside no fato de que agueles sdo submetidos a tratamentos agressivos que
fragmentam o DNA extraido, levando a maior dificuldade de amplificacdo da sequéncia de
interesse, como discutido previamente(SCORSATO; TELLES, 2011; SENGUVEN et al,
2014).

Apbs avaliacdo dos fatores que podem subestimar ou superestimar a taxa de prevaléncia
da mutacdo BRAFY®%E na populacdo do presente estudo, e, principalmente, pelo fato da
taxade prevaléncia ser similar & observada em outros estudos semelhantes, foi considerado

que a frequéncia observada da mutacdo aproxima-se da real.

Em relagdo as analises de associagdo da positividade da mutacio BRAF Y6 e aspectos
clinicopatoldgicos do CPT, quando avaliadas as idades dos pacientes no momento do
diagnostico, foi constatado que a maioria dos casos incluidos no estudo possuia idade superior
a 21 anos, mas 5 casos foram relatados em pacientes pediatricos e adolescentes. OCDT & um
evento raro durante a infancia e adolescéncia (RIVKEES et al, 2011; VAISMAN; CORBO;
VAISMAN, 2011). No presente estudo, embora ndo houvera significancia estatistica na
analise multivariada, casos de pacientes com idade inferior a 21 anos foram mais frequentes

no grupo BRAFVE negativo. Apenas um paciente pediatrico apresentou a mutagio
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BRAFVS%E (1/5; 20%). Este achado é consistente com dados ja reportados, que apontam que a
mutacdo BRAFY®E¢ menos frequente em CPT pediatrico.Estudos de Kumagai e
colaboradores (2004) e Penko e colaboradores (2005) ndo constataram a presenca da mutacao
BRAFV8E em pacientes pediatricos (0/15 e 0/14, respectivamente). Rosenbaum e
colaboradores (2005) investigaram a prevaléncia da mutacdo BRAFY®E em 24 casos de
pacientes jovens (< 18 anos)com CPT e observaram que a mutacdo foi significativamente
mais frequente na populacdo adulta (20% vs 77%; P = 0,0001), achado consistente com o
presente estudo.Aparentemente, rearranjos RET/PTC sdo as alteracdes genéticas presentes no
CPT que ocorrem com mais frequéncia na infancia e geralmente estdo associados a exposicéo
a radiacdo (NIKIFOROVA et al, 2004; SANTORO; MELILLO; FUSCO, 2006).

Baixa prevaléncia da mutacio BRAFY®%E em criancas e adolescentes remete ao fato de
que, embora os tumores papiliferos pediatricos muitas vezes possuam fenotipo agressivo em
sua apresentacao inicial, geralmente apresentam progndstico favoravel e raramente recorrem,
sobretudo apds terapéutica adequada (DEMIDCHIK et al, 2006; RIVKEES et al, 2011;
VAISMAN; CORBO; VAISMAN, 2011; PARK, S. et al, 2013). Elevada taxa de cura
apresentada pelas criangas se deve ao fato que os tumores pediatricos geralmente sdo bem
diferenciados e sensiveis ao tratamento com radioiodo. Avidez das células tireoidianas
neoplasicas ao radioiodo depende da atividade e funcionamento do sistema de metabolismo
do iodo (NILSSON, 2001). Para tanto, o receptor de TSH (TSHR) exerce papel fundamental,
regulando moléculas envolvidas neste sistema. Este processo também envolve o NIS presente
na membrana basal, que permite o influxo de iodo para a célula tireoidiana. Uma vez
transportado para o foliculo tireoidiano, o iodo € oxidado pela tireoperoxidase (TPO) e
incorporado a residuos de tirosina para formacdo dos hormonios tireoidianos. Expressao dos
genes NIS, TPO e TSHR geralmente se encontram comprometidos ou ausentes no CDT
(SHEILS; SWEENEY, 1999; ARTURI et al, 2001).Interessantemente, a mutagdo BRAFV600E
ja foi associada com supressdo da expressdo destes genes (DI CRISTOFARO et al, 2006;
RIESCO-EIZAGUIRRE et al, 2006; DURANTE et al, 2007; LIU, D. et al, 2007). Quando se
avalia somente o CDT pediatrico, que raramente alberga a mutagdo BRAFY®E dados na
literatura indicaram que tumores pediatricos expressam niveis mais elevados do NIS quando
comparado a populagédo adulta (MIAN et al, 2001; RINGEL et al, 2001; PATEL et al, 2002).
Dessa forma, sugere-se que a mutagdo BRAFV®E em CPT pediatrico poderia propiciar a
perda da avidez ao radioiodo, resultando na falha do tratamento e piora da taxa de sobrevida
ao favorecer desdiferenciacdo (KUMAGAI, 2006; OLER et al, 2008). No entanto, ha estudos
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que ndo demostraram associacdo da mutacio BRAFY®%Ecom agressividade tumoral na
populacdo pediatrica (SASSOLAS et al, 2012; HENKE et al, 2014). Em estudo retrospectivo
recente, Givens e colaboradores (2014) investigaram a associagdo entre a mutagdo BRAF V600E
e aspectos clinicopatologicos do CPT em 19 pacientes pediatricos (< 18 anos). Nao foi
observada associacdo com caracteristicas de agressividade tumoral, tais como tamanho
tumoral, extensdo extratireoidiana, invasdo vascular e metastase a distancia (GIVENS et al,
2014). No presente estudo,risco aumentado de recorréncia tumoral (intermediario ou alto) foi
observado somente nos pacientes pediatricos BRAFY8E negativos (4/5 casos). Dados
conflitantes podem ser resultado do pouco numero de casos investigados, de modo que ainda
s80 necessarios mais estudos para estabelecer o papel da mutagdo BRAFY%%E no progndstico
do CDT pediatrico.

Em relagdo a populacdo adulta do estudo, todos os pacientes com idade avangada (>
45 anos) apresentavam a mutacdo BRAFY®%E Sendo assim, a média de idade dos pacientes
BRAFV8%E nositivos observada foi significativamente maior em relagdo aos pacientes
negativos (40,96 + 13,69 vs 29,73 + 10,18; P = 0,008).Zuo e colaboradores (2007)
observaram que a presenca da mutagdo esteve significativamente associada a idade igual ou
superior 45 anos (78% vs42%; P = 0,0362) ao investigarem a associacdo entre a mutagéo e
aspectos clinicopatoldgicos em 42 pacientes com CPT.O mesmo achado foi observado em
estudo de maior casuistica, onde Weibin Wang e colaboradores (2012) observaram diferencas
significativas nas médias de idade de 208 pacientescom CPT com e sem a mutacao
BRAFV8%E (46,0 + 12,5 vs 40,9 + 11,9; P = 0,004). Diversos outros estudos confirmam este
achado (ABROSIMOV et al, 2006; NAKAYAMA et al, 2007; KOPEREK et al, 2012;
ULISSE et al, 2012), mas recentes meta-analise ndo observaram associacdo entre a presenca
da mutacdo BRAFV®%E e idade superior a 45 anos(LlI, C. et al, 2012; LIU, X. et al. 2014).No
presente estudo, analise multivariada ndo apontou associacdo positiva significativa entre a
mutacdo BRAFV®%E ¢ jdade avancada (OR: 1,87; P = 0,998).

No presente estudo, a maioria dos pacientes com CPT pertenciam ao sexo feminino
(40/43; 93%). Quando avaliada a frequéncia da mutacio BRAFY®®Eentre os sexos dos
pacientes, 62,5% das mulheres (25/40) e os unicos trés pacientes do sexo masculino incluidos
no estudo pertenciam ao grupo BRAFY8E positivo. Tae Yong Kim e colaboradores
(2006)observaram associagdo positiva entre 0 sexo masculino e a presenca da mutacdo
BRAFV8%%E em 203 pacientes com CPT (21% vs 6%; P = 0,006). Ainda, foi observado em

meta-analise de 2012 maior chance para 0 sexo masculino de apresentar a mutacéo
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BRAFV%%E quando comparado ao sexo feminino (OR: 1,22; IC 95%: 1.05-1.41) (LI, C. et al,
2012). Apesar destes achados, ndo foi observada tal associacdo no presente estudo, mas o
numero de pacientes avaliados ainda é restrito para permitir qualquer conclusdo. A relacdo
entre a mutagdo BRAFY5%E e o sexo masculino ainda permanece controversa, uma vez que ha
diversos estudos que ndo reportaram associacdo entre as condi¢Ges (ELISEI et al, 2008;
BASOLO et al, 2010; HOWELL et al, 2011; KIM, S. J. et al, 2012). Ainda deve-se considerar
que associacdo entre o sexo masculino e agressividade tumoral também é controversa.
Variados estudos clinicos reportaram que pacientes do sexo masculino tendem a apresentar
CPT mais agressivos quando comparados aos tumores apresentados pela populacdo feminina
(MICHELI et al, 2009; ITO et al, 2011; HSIEH et al, 2012; YANG; SHEN; SAKAMOTO,
2013; LIANG et al, 2014). No entanto, outros estudos ndo evidenciaram efeito progndstico
independente (ELISEI et al, 2010; NILUBOL; ZHANG; KEBEBEW, 2013), de modo que 0
sexo do paciente ainda ndo é amplamente utilizado pelos principais sistemas de estratificacéo
de risco de mortalidade por CPT e recorréncia (COOPER et al, 2009; AJCC, 2010;
ROSARIO et al, 2013).

A maioria dos pacientes incluidos no presente estudo ndo possuiam historia familiar
de cancer de tireoide, condigcdo apresentada apenas por seis pacientes (6/43; 14%). Em uma
coorte de grande casuistica realizada em 1987 e 2004, Ito e colaboradores (2009b)
constataram taxa de 4,5% de prevaléncia (243/6.015) de historia familiar de cancer de tireoide
em pacientes com CPT. No presente estudo, houve maior propor¢do de individuos com
historia familiar de cancer de tireoide no grupo BRAFY%E positivo quando comparado ao
grupo BRAFY®E  negativo (17,9% vs6,7%; P = 0,403), no entanto ndo foi
observadaassociacdo significativa para este dado. Também utilizando amostras parafinadas,
Fernandez e colaboradores (2013) ndo constataram associagdo entre a mutagdo BRAFY®0E ¢
historia familiar de CPT tireoide em estudo retrospectivo com 304 pacientes. De modo geral,
as alteracbes genéticas envolvidas com céncer de tireoide familiar geralmente séo
germinativas, portanto, é possivel que ndo haja associacdo entre historia familiar e mutagéo

BRAFV%E yma vez que esta representa uma mutacéo somatica (CAVACO et al, 2008).

Foi observado que a maioria dos casos correspondia a CPT classicos (32/43; 74,4%),
sendo que a variante folicular foi o segundo tipo histoldgico mais frequente (8/43; 18,6%).
Apesar do pequeno nimero de pacientes, detectamos trés casos de variantes raras do CPT:
variante de células altas, variante oxifilica (oncocitica) e variante trabecular hialinizante.

Michels e colaboradores (2007)investigaram a prevaléncia dos subtipos histologicos do CPT
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em pacientes tratados e acompanhados de 1960 a 1998 na regido de Normandia/Franca.
Dentre diversas variantes, os autores constataram a predominancia da forma classica
(503/674;74%) e baixa frequéncia da variante de células altas (56/674; 8,3%) e para a variante
oncocitica (24/674; 3,5%) (MICHELS et al, 2007).Com numero de casos semelhantes ao
presente estudo, Calangiu e colaboradores (2014) estudaram 44 tumores papiliferos e
observaram maior frequéncia para a forma classica do CPT (30/44; 68,1%), seguida para a
variante folicular (11/44; 25%) e variante de células altas (3/44; 6,8%).

Exceto pela variante de células altas, as demais variantes observadas no presente estudo
(variante oxifilica e variante trabecular hialinizante) pertenciam ao grupo BRAFV%E positivo.
A mutacido BRAFVEE ¢ comumente associada a forma classica e a variante de células altas, e
menos observada em variante folicular (KEBEBEW et al, 2007; LI, C. et al, 2012; VIRK et
al, 2013). Em nossa casuistica, o grupo de tumores BRAFY%%pgsitivos apresentaram maior
concentragdo de tumores na forma classica quando comparado ao grupo BRAFV®E negativo
(82,1% vs 60%). Por sua vez, o grupo BRAFY5%E negativo apresentou mais casos da variante
folicular.Embora possa se apresentar como tumores grandes e invasivos, 0 progndstico a
longo prazo dos tumores papiliferos de variante folicular geralmente é similar ao apresentado
pelos CPT cléassicos, (PASSLER et al, 2003; ZIDAN et al, 2003; BURNINGHAM et al, 2005;
LANG et al, 2006; SALAJEGHEH et al, 2008). Em estudo de casos consecutivos, Adeniran e
colaboradores (2006) observaram que mutacdes pontuais no gene RAS foram mais frequentes
em CPT de variante folicular que alteracbes no gene BRAF e rearranjos RET/PTC (14/17;
82,3%).Trovisco e colaboradores (2004) evidenciaram inclusive a presenca de uma mutacao
incomum(BRAFK®1E) ' que substitui uma lisina por um acido glutdmico no residuo 601.
Provavelmente, devido a baixa atividade cinase da BRAFK®!E quando comparado a
BRAFVSE (DAVIES, H. et al, 2002; WAN et al, 2004),esta mutacio geralmente ¢ associada
com comportamento clinico menos agressivo do CPT (BAROLLO et al, 2014). No presente
estudo, nenhum caso de variante folicular apresentou a mutagdo BRAFK®O1E A meta-anélise
de Carol Li e colaboradores (2012) evidenciou associagdo negativa entre a mutagédo
BRAFV8E ¢ CPT de variante folicular (OR: 0,23; IC 95%: 0,61 - 0,34), sugerindo possivel
papel protetor da variante em apresentar a mutacéo.

Ito e colaboradores (2008b) investigaram as variantes histologicas apresentadas por
1521 pacientes com CPT e observaram prevaléncia de 1,9% de casos de variante oxifilica
(29/1521).Estudos apontam que a variante oxifilica tambémpossui progndstico similar ao
CPT classico (BECKNER et al, 1995; BERHO; SUSTER, 1997; ITO et al, 2008b). No
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presente estudo, o paciente que apresentou CPT de variante oxifilica possuiu tumor maior que
40 mm. Trovisco e colaboradores (2004) identificaram a mutagdo BRAFY®%E em 6 de 11
casos de CPT de variante oxifilica que possuiam padrdo de crescimento predominantemente
papilifero (6/11; 54,4%). Em contrapartida, neste estudo, os casos de CPT de variante
oxifilica com padrdo de crescimento unicamente folicular ndo apresentaram a mutagéo
BRAFV®E 'mas 3 dos 4 casos apresentavam a mutacio BRAFKSE(TROVISCO et al,
2004).Um achado similar foi reportado por Musholt e colaboradores (2008), que observaram
que tumores papiliferos de variante oxifilica com padrdo de crescimento folicular néo
apresentaram a mutacdo BRAFY®E Baseado nestes achados, é possivel que a mutacgéo
BRAFV%E contribuamais vigorosamente para o desenvolvimento de tumores de arquitetura

predominantemente papilifera (KNAUF et al, 2005).

Variante trabecular hialinizante do CPT é considerada uma lesdo muito rara e
controversa, uma vez que geralmente comporta-se como lesdo de natureza mais indolente
(CARNEY et al, 2008; NOSE; VOLANTI; PAPOTTI, 2008).A variante ja foi associada a
presenca de rearranjos RET/PTC (CHEUNG et al, 2000). Em relacdo a mutacGes no gene
BRAF, inicialmente os estudos n&o reportam a presenca da mutagio BRAFY®%E em CPT de
variante trabecular hialinizante (TROVISCO et al, 2004; SALVATORE et al, 2005;
FERNANDEZ et al, 2013). Contudo, assim como no presente estudo, Baloch e colaboradores
(2006) identificaram a mutacdo BRAFV®E em um caso de CPT de variante trabecular
hialinizante, mas ndo em neoplasia hialinizante trabecular. O achado sugere que a deteccéo da
mutacio BRAFY*Etambém poderia auxiliar na distingdo entre lesdes benignas e malignas de
natureza trabecular hialinizante, mas os autores sugerem cautela na confirmacdo diagndstica
uma vez que a auséncia da mutacdo BRAFV®E n3o implica em absoluta benignidade
(BALOCH et al, 2006).

N&o houve influéncia significativa da presenca da mutacdo BRAFYE no tamanho
tumoral dos pacientes do estudo. A média, em milimetros, do tamanho tumoral apresentado
pelos pacientes foi semelhante entre os grupos BRAFY®%E positivo e negativo(20,1 + 12,32 vs
17,6 + 9,51; P = 0,497). Outros estudos reportaram associacao positiva significativa entre o
tamanho tumoral e positividade para a mutacio BRAFY®®E, Na meta-analise de Carol Li
(2012), foi observado que a mutagio BRAFV®YE esteve associada significativamente com
tumores maiores que 10 mm (OR: 1,57; IC 95% 1,29 — 1,92). No presente estudo, onze casos
(11/43; 25,6%) s&o microcarcinomas papiliferos, e a maioria dos casos restantes néo

ultrapassam o tamanho de 20 mm (21/43; 48,8%), contribuindo para a obtengdo de médias de
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tamanho tumorais relativamente mais baixas. Somente foram incluidos no estudo
microcarcinomas papiliferos com subtipos histoldgicos raros ou que apresentavam qualquer
uma das seguintes caracteristicas clinicopatologicas: estadio clinico avancado (lI/1V);
extensdo extratireoidiana; metastases linfonodais; e a distancia.A mutagdo BRAFV®%Efoj
também frequentemente detectado em microcarcinomas papiliferos, sugerindo possivel papel
oncogénico precoce no desenvolvimento do CPT (UGOLINI et al, 2007). A prevaléncia da
mutacio BRAFV%E gbservada no grupo de microcarcinomas do presente estudo foi de 63,6%
(7/11), similar a prevaléncia observada em tumores maiores de 10 mm (21/32; 65,62%).Em
contraste, Ito e colaboradores (2009) observaram prevaléncia significativamente menor da
mutacido BRAFV®%E entre os microcarcinomas em relagdo aos tumores maiores que 10 mm
incluidos em seu estudo (28,2% (31/110)vs 40,5% (211/521); P = 0,0175). O fato do presente
estudo incluir casos de microcarcinoma com maior agressividade pode ter contribuido para a
taxa de prevaléncia elevada da mutacdo BRAFV®E neste subgrupo. No entanto, como
discutido previamente, a utilizacdo do sequenciamento direto como técnica de detec¢do da
mutacio BRAFY®%E ¢ a dissecacdo manual de tecido parafinado contendo células normais
pode também ter potencialmente contribuido para reducdo da prevaléncia observada no estudo
(ITO et al, 2009). Choi e colaboradores (2013) observaram a presenca da mutagdo BRAF V600E
em 71,3% casos de microcarcinoma papilifero (72/101) ao empregar a PCR em tempo real,
técnica mais sensivel que a PCR convencional para amostras de tecido parafinado (HALAIT
etal, 2012; JEONG et al, 2013).

Diversos estudos investigaram a associagdo da mutacio BRAFV®%E com aspectos
clinicopatoldgicos em microcarcinomas papiliferos. Xiaolong Lee e colaboradores (2009)
investigaram as caracteristicas clinicas e patologicas de 64 microcarcinomas papiliferos e
observaram que os tumores que possuiam a mutagio BRAFY5%Eapresentaram caracteristicas
relacionadas a invasdo, tais como extensdo extratireoidiana, metéastase linfonodal e estagio
clinico avangado. Em estudo de maior casuistica, Basoloe colaboradores (2010) investigaram
tumores < 20 mm de pacientes com CPT a fim de correlacionar a presenca da mutacao
BRAFY®%E com aspectos clinicopatoldgicos. A mutagio BRAFVSE esteve associada com
tumores de maior extensao (52%vs 39,6%; P = 0,0001). Apesar de dados ainda controversos,
é possivel que a deteccdo da mutagdo BRAFV®®Eem microcarcinomas papiliferos possa

contribuir para a identificacdo de tumores com comportamento clinico mais invasivo.

No presente estudo, 23 pacientes apresentaram tumores multifocais (23/43; 53,4%),
sendo 21 casos (21/23; 91,3%) apresentando bilateralidade. Na Coreia do Sul, Hwa Young
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Ahn e colaboradores (2014) observaram que a maioria dos tumores multifocais apresentavam-
se em ambos o0s lobos (57/85; 67%). No entanto, a maioria dos estudos observam que tumores
multifocais bilaterais ocorrem com menos frequéncia em relacdo aos tumores unilaterais
(KARATZAS et al, 2013; HE et al, 2014). Em estudo retrospectivo, Mazeh e colaboradores
(2011) observaram que multifocalidade esteve presente em 57% dos casos (150/289), nos
quais44,6%(67/150) apresentaram-se como tumores bilaterais.Em outro estudo retrospectivo,
Hwang e colaboradores (2010) observaram uma prevaléncia ainda menor: em 592 pacientes
com CPT, 13,2% apresentaram tumorais bilaterais (78/592). Na nossa casuistica, assim como
no estudo de Ahn e colaboradores (2014), o nimero de casos avaliados é limitado, de modo
que pode ter dificultado a estimava real prevaléncia de bilateralidade.

Embora ndo tenha sido observado diferenca estatistica na distribuicdo dos casos, 0
grupo BRAFY®9E positivo apresentou mais casos de multifocalidade quando comparado ao
grupo BRAFV®E negativo (57,1% vs 46,7%; P = 0,512). Kurtulmus e colaboradores (2012)
observaram que, em 109 pacientes com CPT, a mutagdo BRAFY®%E esteve positiva e
significativamente associada com multifocalidade (52,3% vs 47,7%; P = 0,02).Contudo,
alguns estudos ndo observaram associacio positiva entre a presenca da mutagio BRAFV6E ¢
multifocalidade (LIU, D. et al, 2005; SAPIO et al, 2006; GOUTAS et al, 2008;
BOMMARITO et al, 2011; KANG et al, 2013). Tendo em vista a discrepancia observada, So
Yeon Park e colaboradores (2006) realizaram um estudo de clonalidadeonde analisaram
multiplos focos de CPT de 61 pacientes e observaram que 39,3% dos casos nao apresentavam
a mutacio BRAFV®®Eem todos os focos tumorais, sugerindo que focos tumorais podem
corresponder a multiplos tumores priméarios independente da mutacdo. Portanto, é possivel
que heterogeneidade intratumoral da mutacio BRAFY%E em CPT seja um fator a ser
considerado na deteccdo e andlise da taxa de prevaléncia tumoral, principalmente se a amostra
tumoral obtida for composta majoritariamente de multiplos focos tumorais BRAF Y69

negativos.

Houve metastases para os linfonodos em 41,9% dos pacientes do presenteestudo
(18/43). Metéstases linfonodais sdo comuns em pacientes com CPT na sua apresentacdo
clinica inicial (COOPER et al, 2009; ROSARIO et al, 2013). Meta-analises tém demonstrado
associagdo positiva significante entre a mutacio BRAFY®%E e metastase para os linfonodos
(LI, C. etal, 2012; LIU, X. et al, 2014). Embora a distribuicdo dos pacientes ndo tenha sido
estatisticamente significativa, no presente estudo o grupo BRAFY®%E positivo curiosamente

apresentou menos casos de metastases linfonodais quando comparado ao grupo BRAFV60E
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negativo (39,3% vs 46,7%; P = 0,751). Zoghlami e colaboradores (2014) reportaram 0 mesmo
achado em 46 pacientes com CPT, observando que a presenca de metéstases para 0S
linfonodos cervicais ocorreu com menos frequéncia entre os pacientes BRAFY®E positivos
quando comparados aos pacientes BRAFVE negativos (3/17; 17,6% vs 14/17; 82,5%; P =
0,03). Contudo, o numero de pacientes avaliados foi muito reduzido em ambas
andlises.Importa considerar que a presenca de pacientes jovens no grupo amostral pode ter
contribuido para a associacdo negativa observada entre metastase linfonodal e mutacao
BRAFV%E yma vez que o CPT pediatrico geralmente apresenta metastases linfonodais em

sua apresentacéo inicial, e, principalmente, raramente apresenta mutagdes no gene BRAF.

A existéncia de poucos casos de extensdo extratireoidiana, invasdo vascular e metastase
a distancia na nossa casuistica impossibilitou a analise destas importantes variaveis. Até o
momento, todos os casos identificados de extensdo extratireoidiana (3/43; 7%) e invasao
vascular (3/43; 7%) pertenceram ao grupo BRAFY®%E, No entanto, os Gnicos dois casos de
metastases a distancia (pulmdes) foram igualmente distribuidos entre os grupos BRAFV600E
positivo e negativo. Meta-analises reportam forte associacao entre extensdo extratireoidiana e
presenca da mutagio BRAFVE (LI, C. et al, 2012, LIU, X., 2014).

Desde a primeira constatacdo de possivel correlacdo entreTH e CPT (DAILEY;
LINDSAY, SKAHEN, 1955), muitos estudos buscaram investigar essa associa¢do. Em uma
corte de grande casuistica, Ling Zhang e colaboradores (2012) observaram que pacientes com
TH apresentaram risco mais elevado de desenvolver CPT quando comparados aos pacientes
sem TH.Tireoidite de Hashimoto representa uma doenca autoimune benigna constituida por
uma inflamacdo crénica que afeta a glandula tireoide (HIROMATSU; SATOH; AMINO,
2013). Esta promove deplecdo progressiva de células tireoidianas, que sdo substituidas
gradualmente por infiltrado mononuclear e fibrose. Além disso, o tecido parenquimal é
progressivamente comprometido e substituido por infiltrado inflamatério que produz fatores
de crescimento proangiogénicos, citocinas, quimiocinas e enzimas degradadoras de matriz
extracelular no tecido tireoidiano (PACIFICO; LEONARDI, 2010; TOMER; MENCONI,
2013). Os mecanismos imunologicos e moleculares envolvidos que incidem na associacdo
entre TH e CPT ainda permanecem incertos. Ward (2014) publicou uma revisdo recente que
discute os possiveis fatores moleculares envolvidos nesta associagdo. Inflamagdo cronica per
se poderia propiciar a ocorréncia dos rearranjos em células foliculares tireoidianas através da
acao de citocinas, quimiocinas e radicais livres, que causam danos teciduais e no material

genético (GUARINO, 2010). Rearranjos RET/PTC séo alteracfes genéticas ja reportadas em
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lesdes benignas tireoidianas, inclusive em TH (WIRTSCHAFTER et al, 1997; SHEILS et al,
2000; ELISEI et al, 2001). Muzza e colaboradores (2010) observaram que em 443 casos de
CPT o rearranjo RET/PTC1 esteve presente em 41% das células ndo-neoplasicas acometidas
pela TH que circundavam os tumores, além de estar mais presenteem casos de CPT associado
a TH, enquanto, por sua vez, a mutagdo BRAFV®Erepresentou mais casos de CPT sem a
comorbidade.Associacdo positiva entre TH e 0 RET/PTC1 remete provavel papel oncogénico
desta alteracdo genética no desenvolvimento de CPT em casos de TH (SANTORO;
MELILLO; FUSCO, 2006).No presente estudo, presenca de TH associado ao tumor foi
significativamente menos frequente no grupo BRAFY®%E positivo em relagdo ao grupo
negativo (25% vs 66,7%; P = 0,008). Ainda, associacdo negativa entre TH e a mutacdo
BRAFV8%E também observada na analise multivariada (OR: 0,14; P = 0,024) sugere que a
doenca possa exercer efeito protetor na ocorréncia da mutacdo em CPT. Outros estudos
reportaram o mesmo achado, observando que a presenca da mutacio BRAFY%E ¢ menos
frequente em pacientes com CPT e TH associada (KIM, K. H, 2005; KIM, S. K., 2009; KIM,
S. J., 2014). Diante deste contexto, o processo autoimune da TH per se ou a ocorréncia de
rearranjos RET/PTC poderiam ser suficientes para promover a oncogénese tireoidiana

independente da mutagdo BRAFY69E,

Diversos estudos tém reportado que esta concomitanciaindica prognostico favoravel
para 0s pacientes, com doenca menos agressiva na apresentacdo inicial e reduzida taxa de
recorréncia (DVORKIN et al, 2013; MAROTTA et al, 2013; KIM, S. J., 2014b). Por outro
lado, outros estudos tém argumentado que o prognéstico do CPT ndo é afetado pela TH
detectada no exame anatomopatolégico (DEL RIO et al, 2008; JANJOVIC; LE;
HERSHMAN et al, 2013).Dado oprognéstico negativo do CPT geralmente atribuido a
mutacio BRAFY®%E  alguns estudos investigaram o efeito combinado da mutagdo BRAFV600E
e TH na agressividade do CPT. Apds categorizar casos de pacientes com CPT de acordo com
0 status da mutagdo BRAFV®E ¢ a presenca ou ndo de TH associada, Kim Su-Jin e
colaboradores (2014) observaram efeito combinado da presenca da mutagdo BRAFV6Ee
auséncia de TH sobre estadio clinico avancado (MACIS) e risco aumentado de recorréncia, de
acordo com a ATA. Ainda, Marotta e colaboradores (2013) reportaram que a infiltracdo
linfocitica promovida pela THexerceu efeito protetor contra progressdo tumoral em casos de
CPT, independente do status mutacional do gene BRAF. Recrutamento de células pro-
inflamatorias para o tecido tireoidiano ocorre em resposta & doenca autoimune. Apesar da

acdo das moléculas secretadas durante o processo inflamatorio propiciar microambiente
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favoravel para progressdo tumoral,macrofagos, linfocitos T e B e células natural killers (NK)
recrutados durante o processo autoimunetambém serdo direcionados a destruir as células
tumorais (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Dessa forma, infiltracdo linfocitica intensa
poderia explicar a inibicdo da progressdo tumoral uma vez que a resposta antitumoral estaria
mais acentuada que a acdo de moléculas proinflamatérias e capacidade de evasdo da resposta

imune.

Um dos focos da avaliacio da mutacio BRAFV®%E sobre o progndstico do CPT tem
sido a associacdo direta da mutacdo com o estddio clinico tumoral (TNM). Recentes meta-
analises apontaram associagdo positiva entre a presenca da mutacio BRAFVSE ¢ estadio
clinico avancado (LI, C. et al, 2012; LIU, X. et al, 2014). No presente estudo, todos os seis
casos de estadio clinico avancado (I11/1V) pertenceram ao no grupo BRAFV®9E positivo. Em
contraste, 0 grupo BRAFY®E negativo era composto apenas por casos de baixo estadio
clinico (I/11).Em estudo retrospectivo multicéntrico com casuistica de 1849 pacientes com
CPT, foi observadasignificante associacio entre a presenca da mutacdo BRAFY6YE ¢
mortalidade por CPT (P = < 0,001) (XING et al, 2013). Em estudo retrospectivo, Zoghlami e
colaboradores (2013) ndo observaram a associacdo entre a mutacdo BRAFY®%E e variados
aspectos clinicopatoldgicos em 46 pacientes com CPT, incluindo estadio clinico avancado.
Este dado € consistente com o achado do presente estudo, onde ndo foi possivel observar
associacdo significativa entre a mutacdo BRAFV®%E e estadio clinico avancado (I11/1V), mas o
ndmero de pacientes avaliados ainda é muito limitado. Contudo, uma vez assumida e
comprovada associagdo positiva independente, a mutagdo BRAFYE possivelmente podera

se inserir como ferramenta Util na identificacdo de casos de alto risco de mortalidade.

Diversos estudos tém demonstrado que a deteccdo de mutacio BRAFY®E pode ser
utilizada como marcador progndstico molecular coadjuvante a estratificacdo de risco de
recorréncia tumoral em pacientes com CPT, principalmente aqueles casos inicialmente
classificados como baixo risco. Dados reportados na literatura mostram que a mutacdo
BRAFVE & frequente em CPT recorrente (HENDERSON et al, 2009; BAROLLO et al,
2010; TUFANO; BISHOP; WU, 2012). No presente estudo, casos com risco intermediario ou
alto de recorréncia segundo o Consenso Brasileiro foram mais frequentes no grupo
BRAFY8%E positivo (53,5% (15/28) vs 40% (6/15)), mas ndo houve associacéo significativa(P
= 0,787). Tendo em vista que a maioria destes pacientes com risco de recorréncia foram
classificados com estadio clinico baixo (I/11), e que a taxa de sobrevida livre de doenca entre

pacientes com CPT é considerada alta, a deteccio da mutagdo BRAFYV®E poderia auxiliar de
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forma significativa na estratificacdo de risco de recorréncia em pacientes convencionalmente
classificados com estadio clinico baixo e contribuir para a otimizagao de protocolos de follow-
up focados na identificacdo de recorréncia tumoral. Assim, a detecgio da mutagio BRAFV600E
aliada aos sistemas de estratificacdo de risco de recorréncia convencionais poderiam
contribuir para 0 manejo de pacientes com risco elevado de recorréncia. Prescott e
colaboradores (2012) observaram a incidéncia de CPT recorrente em uma coorte de 356
pacientes, que foi significativamente maior entre pacientes BRAFY®%E quando comparado aos
pacientes BRAFV®%E negativo (OR: 2,62; P = 0,02). A utilizagdo, na pratica clinica, da
deteccdo da mutacdo BRAFY®9E associada aos algoritmos adotados pela ATA e pelas
categorias dos sistemas de estadiamento AMES, MACIS E TNM otimizou de forma
moderada, porém significativa, a estratificacdo de risco de recorréncia (PRESCOTT et al,
2012). Uma vez assumida a importancia prognostica da mutacdo BRAFV®E em CPT,
pacientes que possuem a mutacdo possivelmente poderéo receber uma conduta terapéutica e

de seguimento clinico mais intensificados.

No contexto observado no presente estudo e pelos diversos estudos clinicos e
epidemioldgicos que investigaram a mutacdo BRAFV®%E em CPT, o papel progndstico da
mutacdo ainda permanece controverso. Discrepancias dos dados apresentados na literatura
dificulta a aplicacéo rotineira da detec¢io da mutacdo BRAFV%E na prética clinica, de modo
qgue ainda ndo é recomendada para estratificacdo prognostica (COOPER et al, 2009;
ROSARIO et al, 2013). Como discutido previamente, diversas razfes podem ser atribuidas a
falta de evidéncias clinicas mais robustas, tais como a faixa etaria dos pacientes avaliados, a
heterogeneidade dos subtipos histologicos apresentados e o numero reduzido de casos

avaliados.

Poucos estudos em CPT avaliaram a associacdo entre a mutacio BRAFV®E ¢ etnia.
Meta-analise de Ju-han Lee (2007) aponta que ndo ha associacdo significativa entre raca e
positividade da mutagdo BRAFVS®E (P = 0,598). No entanto, 0 estudo ¢ limitado pois
somente avaliou a associacdo entre populacdes caucasianas e asiaticas (LEE et al, 2007).
Diferencas éetnicas e geograficas sdo fatores que também devem ser considerados, uma vez
que fatores genéticos e ambientais podem influenciar diferentes expressbes fenotipicas. A
populacdo brasileira é bastante miscigenada e formada por grupos étnicos variados:
caucasianos, negros, asiaticos e indigenas. Em estudo conduzido na cidade de S&o Paulo, Oler
e Cerutti (2009) observaram que a mutagdo BRAFV®PE esteve associada com algumas

caracteristicas associadas com CPT agressivo, tais como tamanho tumoral, extensdo
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extratireoidiana, metéastase linfonodal e risco aumentado de recorréncia. No presente estudo,
ndo foi observada associacdo significativa entre a mutagdo BRAFY®YE e agressividade
tumoral. Ainda que os dados representem um numero reduzido de casos de CPT, a
possibilidade de que a discrepancia seja real ndo deve ser descartada, uma vez que a
populacdo paulista difere da populacdo baiana, que é majoritariamente composta por negros e
pardos.

Segundo meta-analise de Xin Liu e colaboradores (2014) a maioria dos estudos que
refutou a associacdo entre a mutacdo BRAFY®E e agressividade tumoral foi estudos
conduzidos em paises asiaticos, que, inclusive, reportou elevada prevaléncia da mutagcdo em
CPT. Como discutido previamente, populacdes asiaticas sdo reconhecidas pelo alto consumo
de iodo na alimentacdo. Ainda ha poucos estudos publicados que investigaram o papel deste
mineral na agressividade do CPT. Em estudo conduzido com linhagem de células tireoidianas,
Fuziwara e Kimura (2014) reportaram que a proteina BRAF V%% ativa indiretamente miR-19-
72, um grupo de microRNAs capazes de suprimir a expressao de TGFf na célula tumoral,
através da ativacdo de sinalizacdo Notch. Tratamento destas células com niveis elevados de
iodo reduziu os efeitos oncogénicos da proteina BRAFY®%E ao bloquear a superexpressdo do
miR-19-72 e ativagdo via Notch, culminando no restabelecimento da antiproliferativa via
TGFp (FUZIWARA; KIMURA, 2014). Estudo prévio j& havia constatado a ativagdo da via
Notch regulada pela proteina BRAFY®%E em cancer de tireoide, sendo inclusive associada a
proliferacdo tumoral (YAMASHITA et al, 2013). Tendo em vista que a via Notch ja foi
associada com iniciacdo e progressao tumoral em tumores 6sseos (SETHI; KANG, 2011), o
efeito protetor de niveis elevados de iodo na agdo da proteina BRAFY®%E sobre a via Notch
poderia explicar a associacdo nula entre a mutacdo BRAFY®E e CPT agressivo encontrada
nos estudos que avaliaram populacfes asidticas. No entanto, mais estudos sdo necessarios

para esclarecer o efeito do iodo na agressividade tumoral do CPT in vitro e in vivo.

Diferencas socioeconémicas entre as populacdes estudadas também poderiam
justificar as discrepancias nos dados obtidos pelos diferentes estudos. Devido ao
aperfeicoamento do monitoramento e da deteccao precoce, pacientes com CPT cada vez mais
apresentam noédulos tireoidianos assintoméaticos de evolucdo indolente, diagnosticados
incidentalmente pela USG e outros exames de imagem. Portanto, pacientes com CPT
incluidos em estudos conduzidos em paises que provem a suas popula¢ées amplo acesso aos
sistemas de salde tenderdo a apresentar tumores menos extensivos no momento do

diagnostico e tratamento inicial. Dessa forma, grande parte destes tumores papiliferos podera
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ndo desenvolver seu carater mais agressivo. Em contraste, a deteccdo de tumores clinicamente
evidentes e que expressaram fendtipos agressivos pode ser mais frequente em paises que
possuem um sistema de salde precario ou mesmo em populacdes que ndo tém acesso a
atendimento adequado e de qualidade. Houve poucos casos de tumores com mais de 40 mm e
que apresentavam invasdo vascular, extensdo extratireoidiana e metastases a distancia em
nossa casuistica, de modo que ndo foi possivel avaliar a associacdo entre a mutacdo
BRAFV8%E ¢ estes fatores de mau progndstico. Ainda que o Hospital Sdo Rafael forneca
atendimento ao publico cadastrado no Sistema Unico de Saude (SUS), a maioria dos pacientes
atendidos para o diagnostico e tratamento do cancer de tireoide pertencem a rede privada.
Sendo assim, presume-se que grande parte destes pacientes tiveram fécil acesso ao
diagnostico e tratamento da doenca, justificando assim a apresentacdo de tumores com

fenotipos menos agressivo no momento do diagndstico.

Mesmo diante da possibilidade destas inconsisténcias enviesarem a defini¢do do
papel progndstico da mutacdo BRAFY®E n3o se deve subestimar a hipotese de que a
associacdo da mutacdo com aspectos prognosticos convencionais do CPT seja apenas indireta
ou aparente. Baseado nas evidéncias de estudos experimentais em linhagem de células e
camundongos transgénicos que demonstraram que a iniciagdo e progressdo tumoral pode ser
favorecida pela ativacdo constitutiva da proteina BRAF (KNAUF et al, 2005; MITSUTAKE
et al, 2005; RIESCO-EIZAGUIRRE, 2006), ainda sugere-se que a mutacdo per se ndo seja
suficiente para induzir fendtipo agressivo ao CPT. Devido a instabilidade gendmica
promovida pela expressdo da mutacio BRAFY®E (MITSUTAKE et al, 2005), tem sido
considerado que a mutacdo torna as células tumorais vulneraveis a ocorréncia de outros
eventos oncogénicos, e, inclusive, a aquisicdo de alteracdes genéticas secundarias que podem
ativar outras vias de sinalizagéo celular e cooperar na progressédo e desdiferenciacdo tumoral.
Quiros e colaboradores (2005) observaram mutacdes p53 em todos os CAT BRAFV60E
positivos investigados, sugerindo que o CAT deriva do CPT BRAFY8%E positivos apds
aquisicdo adicional de alteragbes genéticas no gene p53. Mais recentemente, estudos
identificaram a ocorréncia de mutacdes pontuais na regido promotora do gene TERT em
cancer de tireoide (LIU, X. et al, 2013; VINAGRE et al, 2013), sendo associada a tumores
clinicamente agressivos e de mau progndstico principalmente em casos de CPT (MELO et al,
2014). De forma interessante, estudos subsequentes também reportaram que o papel das
mutacdes da regido promotora do TERT parece requerer e cooperar com alteracdes genéticas
adicionais, por exemplo, com a mutagio BRAFY5%E (LANDA et al, 2013; LIU, X. et al,
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2014b). Xing e colaboradores (2014) observaram que casos de tumores papiliferos que
albergavam tanto a mutagdo BRAFY®E quanto mutagcdes TERT eram clinicamente mais
agressivos e apresentaram maiores taxas de recorréncia quando comparados aos tumores que
possuiam apenas uma destas alteracdes genéticas. Dessa forma, ha chances que, futuramente,
a deteccdo das mutacbes TERT aliada a deteccdo da mutacdo BRAFV600E poderia auxiliar

na estratificacdo prognostica de pacientes com CPT.

9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Diante dos contextos apresentados, cada vez mais se faz necessario a conducdo de
estudos prospectivos multicéntricos,de grande casuistica e bem delineados, com a finalidade

de definir o real papel da mutacio BRAFV%E no prognéstico do CPT.

Pretende-se ampliar a nossa casuistica no Hospital Sdo Rafael e firmar parcerias com
outras instituicGes médicas e/ou académicas do Estado da Bahia e de outros Estados.Ainda,
sempre que possivel, pretende-se priorizar a utilizacdo do tecido fresco como fonte de
obtengdo do DNA gendmico dos pacientes com CPT com intuito de garantir amostras de boa
qualidade.

Em relacdo ao acesso aos tecidos parafinados, cautela seria tomada na verificacdoda
qualidade dos materiais. Haverd a opcdo da utilizacdo de métodos e kits comerciais de
extracdo de DNA especificos para tecidos parafinados e, sempre que possivel, a escolha por
estratégias de amplificacdo que possam sobrepor ou reparar amostras de DNA que, por
ventura, foram degradadas durante o processamento do tecido parafinado (WGA).Além da
analise genética, havera o interesse de utilizar o método de IHQ para detec¢do da proteina
BRAF mutada, bem como para mensuracdo do seu grau de expressdo através da contagem de

células marcadas nas laminas tratadas com anticorpos.



93

Pretende-se, ainda, realizar a pesquisa por outras alteragdes genéticas adicionais que
possam estar envolvidas na progressdo tumoral e estar presentes durante o evento oncogénico
da mutacio BRAFV60E,

10 CONCLUSOES

= N&o houve associacao da positividade para a mutagdo BRAFV600E com a maioria dos
aspectos clinicopatoldgicos de CPT investigados.

A presenca de Tireoidite de Hashimoto coexistente com o tumor foi o Unico fator que,
significativamente e de forma independente, apresentou associa¢do de protecdo da mutagéo
BRAFV6%E em CPT.

=A prevaléncia observada da mutagdo BRAFY®%E em amostras tumorais analisadas de
pacientes com CPT diagnosticados e tratados no Hospital S&o Rafael, Salvador — Bahia, foi de
65,1%.
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MNomenclatura:

Regras gerais :

T: extensdo do tumor primario

M: extensdo de metastases em linfonodos regionais {auséncia ou presenca)
M: metastases a distancia (auséncia ou presenca)

Tx: tumor primério ndo pode ser avaliado
TO: ndo ha evidéncia de tumor primario
T1: tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensao, limitado a tirecide
Tlg:=1cm
Tib:=1cm, mas<2cm
T2; tumor > 2 cm, mas =4 cm, em sua maior dimensao, limitado a tireoide
T3: tumor >4 cm, limitado & tireoide; qualquer tumor com invasdo extratireoidiana minima (extens&o ao mus-
culo esterno-tirecidiano ou partes moles peri-tiroidianas)
T&: qualguer tumor que se estende além da capsula tireoidiana
T4a: tumor gue invade qualguer uma das seguintes estruturas: tecido subcutdneo mole, laringe, traguéia,
esofago, nervo laringeo recorrente
T4h: tumor que invade fascia pré-vertebral, vasos mediastinais ou adjacente artéria carétida
Nx: linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
MO: ndo ha evidéncia de metdstase em linfonodos regionais
N1: presenca de metastase em linfonodos regionais
N1a: metdstase para o nivel VI (linfonodos pré-tragqueal e para-tragueal, incluindo
pré-laringeo e o de Delphian)
N1b: metdstases linfonodo cervical unilateral, bilateral ou contralateral (niveis I; II;
11I; 1V ou V) ou linfonodo mediastinal superior ou retrofaringeo (nivel VII)

MO: auséncia de metédstase a distancia
M1: presenca de metdstase a distancia

Estadiamento tumoral

<45 anos 2 45 anos
Estadio | Qualguer T  Qualguer N Mo T1 NO Mo
Estadio Il Qualguer T Qualquer M M1 T2 MO M0
Estadio Il T3 NO Mo
T1-3 Mla Mo
Estadio IVA Tda MO-1a Mo
T1-4a MNi1b Mo
Estadio IVB Tab Qualguer M M0
Estadio IVC Qualgquer T Qualguer M M1

Fonte: adaptado de AJCC (2010).

APENDICE B - DESENHOS DE ESTUDO, CASUISTICAS E METODOLOGIAS
APLICADAS POR DIFERENTES ESTUDOS QUE INVESTIGARAM A
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ASSOCIAGAO DA MUTAGAO BRAFV&E E ASPECTOS CLINICOPATOLOGICOS
DO CARCINOMA PAPILIFERO DE TIREOIDE

Referéncia Local N BRAFV600E (%) Estudo Amostras | Disseccio Método de deteccio
ABROSIMOV et al, 2007 Russia 40 57.5 Retrospec. TP Manual PCR/SD

AHN etal, 2012 Coreia do Sul 107 79,4 Retrospec. TP Manual PCR
BASOLO et al, 2010 Italia 1060 44,6 Retrospec. TP NI SSCP/SD
BOMMARITO et al, 2011 Italia 56 50 Retrospec. NI NA PCR
CHAKRABORTY etal, 2011 India 86 534 Retrospec. TC NA PCR/SD
ELISEI et al, 2008 Italia 102 373 Prospec. TP Manual SSCP/SD
FERNANDEZ et al, 2013 Italia 297 58,3 Retrospec. TP Manual PCR/SD
FINKELSTEIN etal, 2012 EUA 56 60,7 Retrospec. PAAF NA PCR/SD
FRASCA etal, 2008 Italia 323 38,6 Retrospec. TP Laser PCR/SD
FUGAZZOLA et al, 2006 Ttalia 260 38 Retrospec. TP Manual PCR/SSCP/SD
GOUTAS et al, 2008 Grécia 55 27,2 Retrospec. TP NI RFLP/SD

GU et al, 2009 China 123 34,1 Retrospec. TP NI PCR/SD
GUAN et al, 2009 China 1032 62 Retrospec. TP NI PCR/SD
GUERRA et al, 2012 Italia 168 36,9 Retrospec. TP Manual PCR/SD/Piroseq.
HOWELL etal, 2011 EUA 219 39,2 Prospec. PAAF NA PCR/FMCA

ITO et al, 2009b Japio 631 384 Prospec. TP Manual PCR/SD
JEONG et al, 2013 Coreiado Sul | 211 90 Retrospec. TP NI PCR/SD

JOO etal, 2012 Coreiado Sul | 148 534 Prospec. PAAF NA PCR/Pirosequenciamento
KANG et al, 2013 Coreia do Sul 100 77 Retrospec. TP NI PCR/Pirosequenciamento
KIM, S. J. etal, 2012 Coreia do Sul 547 69,7 Prospec. TP Manual PCR/SD

KIM, S.K.etal , 2011 Coreia do Sul 169 91,2 Prospec. PAAF NA PCR/Pirosequenciamento
KIM, T. Y. et al, 2006 Coreia do Sul 203 73,4 Prospec. TP NI PCR/SD
KLEIMAN et al, 2013 EUA 47 51 Retrospec. TC NA PCR/SD
KOPEREK et al, 2012 Austria 144 52,8 Retrospec. TP Manual PCR/SD
KURTULMUS et al, 2012 Turquia 109 394 Retrospec. TP NI PCR/FMCA

LEE etal, 2012 Coreia do Sul 166 70 Retrospec. TP Manual PCR/SD

LEE etal, 2012b EUA 63 69,8 Retrospec. TP NI Detecgdo colorimétrica
LEE etal, 2013 Coreia do Sul | 605 67 Prospec. PAAF NA PCR/SD

LIU et al, 2005 Taiwan 105 47 Retrospec. TC NA PCR/SD

LUPI et al, 2007 Italia 500 43,8 Retrospec. TP NI SSCP/SD
MOON, H. J. et al, 2009 Coreia do Sul 84 50 Retrospec. PAAF NA PCR/SD
MOON, W. J. et al, 2012 Coreia do Sul 164 85,9 Retrospec. PAAF NA PCR/Pirosequenciamento
NAKAYAMA et al, 2007 Japido 40 65 Retrospec. TC NA PCR/SD

NAM et al, 2012 Coreia do Sul 424 79 Retrospec. TC NA PCR/SD

OLER; CERUTTI, 2009 Brasil 120 48 Prospec. NI NA RT-PCR/SD
O'NEILL et al, 2010 Australia 101 59 Prospec. TP NI RFLP/SD
PARK. H. S. etal, 2012 Coreia do Sul 181 84 Retrospec. TP Manual PCR/SD
PARK, S.Y. etal, 2006 Coreia do Sul 61 52,4 Retrospec. TP Manual RFLP/SD
PATEL, A. etal, 2011 Ucréania 104 452 Retrospec. PAAF NA RFLP/SD
PELTTARI et al, 2012 Finlandia 51 66,7 Prospec. TP NI PCR

PYO etal, 2013 Coreia do Sul 122 90,2 Retrospec. TP NI PCR
RIESCO-EIZAGUIRRE et al, 2006 Espanha 67 41,7 Retrospec. TP NI SSCP/SD
SAPIO et al, 2006 Italia 43 40,2 Retrospec. TP Manual PCR/SD
SMITH et al, 2011 Australia 76 45 Retrospec. TP Manual RFLP/SD
STANOQJEVIC et al, 2011 Sérvia 266 31,6 Prospec. TP Manual PCR/SD
SYKOROWVA etal, 2010 Rep. Tcheca 242 33,5 Retrospec. TP NI SSCP/SD
ULISSE et al, 2012 Italia 91 48,4 Prospec. TC NA PCR/SD

VIRK et al, 2013 EUA 129 70 Retrospec. PAAF NA PCR

WANG, W. etal, 2012 China 208 552 Retrospec. TP NI PCR/SD

XING et al, 2009 EUA 190 384 Prospec. PAAF NA Deteccdo colorimétrica
ZAGZAG etal, 2013 EUA 37 76 Retrospec. TP NA Imunohistoquimica
ZHENG, X. et al, 2012 China 512 514 Prospec. TP Laser PCR/SD

ZUQ et al, 2007 Japdo 42 66,7 Retrospec. TC NA PCR/SD
Legenda:

FMCA: fluorescence melting curve analysis RFLP: restriction fragment length polymorphism TC: tecido congelado

NA: Nio aplicavel RT-PCR: reverse transcriptase PCR TP: tecido parafinado

NI: Néo informado SD: sequenciamento direto

PCR: polymerase chain reaction SSCP: single-strand conformation polymorphism

Fonte: Elaborado pela autora. Estudos incluidos na meta-analise de Xin Liu e colaboradores (2014).
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APENDICE~C — RESULTADOS OBTIDOS DE ESTUDOS QUE INVESTIGARAM A
ASSOCIACAO DA MUTACAO BRAFV60E E ASPECTOS CLINICOPATOLOGICOS
DO CARCINOMA PAPILIFERO DE TIREOIDE

Referéncia Idade | Sexo |Sub. Hist.| Tamanho| MF |Inv. Vasc.| EET [ Meta LN| Meta DT | Est. Clin. (TNM)
ABROSIMOV et al, 2007 + = NA + = = = NA =
AHN, D. etal, 2012 = = NA = NA = NA =
BASOLO etal, 2010 + = NA + + NA + + NA +
BOMMARITO et al, 2011 = + = = NA NA = = NA
CHAKRABORTY etal, 2012 = = = NA NA + + = =
ELISEI et al, 2008 + = NA = = + = = = +
FERNANDEZ et al, 2013 = = + + + NA + NA +
FINKELSTEIN et al, 2012 + = + = NA NA NA NA =
FRASCA et al, 2008 NA | NA + + = NA + + NA +
FUGAZZOLA etal, 2006 + = + + = NA NA = =
GOUTAS et al, 2008 = = NA = = NA NA = NA =
GU et al, 2009 + = + + NA NA + NA =
GUAN et al, 2009 = = NA NA NA NA + + NA +
GUERRA et al, 2012 = NA = = NA = + NA +
HOWELL etal, 2011 NA + NA NA + + NA +
ITO et al, 2009b = = = + NA NA = = = =
JEONG et al, 2013 = + + = + NA + + NA =
JOO etal, 2012 = NA = = = + + NA +
KANG etal, 2013 = | NA NA = = NA = = NA +
KIM, 8. J. etal, 2012 = + NA + = NA + = NA =
KIM, 8. K. etal , 2011 + = NA = NA NA = NA NA
KIM, T. Y. et al, 2006 + NA + = NA = = NA =
KLEIMAN etal, 2013 = + = = NA + NA NA
KOPEREK et al, 2012 + = + + = + = = + NA
KURTULMUS et al, 2012 = + + + + NA + + NA NA
LEE,J. U. etal, 2012 = NA = NA =

LEE, K. C. etal, 2012 = = = = = = = = NA

LEE,J. U, 2013 = + NA + = NA + + NA +
LIU,R. T. etal, 2005 = = = = = NA = = = =
LUPI et al, 2007 = = NA NA + NA + + NA NA
MOON, H. I. et al, 2009 + NA = NA NA NA =
MOON, W. J. etal, 2012 = = NA = = NA = = NA =
NAKAYAMA et al, 2007 + + NA = NA NA + + = +
NAM etal, 2012 = = = = = NA + = NA NA
OLER; CERUTTI, 2009 = = NA = = NA + + NA +
ONEILL et al, 2010 = = = = = + = = = =
PARK, H. S.etal, 2012 = = NA = = NA NA NA
PARK, S. Y. etal, 2006 + = = + NA = NA NA
PATEL, A. etal, 2011 = = NA + = NA + + NA NA
PELTTARI etal, 2012 = = NA NA NA NA = NA NA
PYQetal, 2013 = = NA = NA = = NA =
RIESCO-EIZAGUIRRE et al, 2006| = = + NA = NA + = = +
SAPIO et al, 2006 = NA = = NA NA + = =
SMITH et al, 2011 = + + = NA NA NA NA NA +
STANOIJEVIC et al, 2011 + = = = = = = +
SYKOROVA etal, 2010 = + = = = NA + = +
ULISSE etal, 2012 + = = = NA NA = = NA =
VIRK etal, 2013 = = + = = NA + + NA NA
WANG, W. etal, 2012 + = NA NA NA NA = = NA =
XING et al, 2009 = NA = NA NA + + NA +
ZAGZAG etal, 2013 = = NA = = NA + = NA NA
ZHENG, X. et al, 2012 + + NA NA + NA + + = NA
ZUQ etal, 2007 + = NA = NA NA = = NA =
Legenda:

(+): Associagfo positiva Est. Clin.: estadio clinico MF: multifocalidade Sub. Hist.: subtipo histologico
(=): Associagfo nula Inv. Vasc.: invasdo vascular Meta LN: metastase linfonodal

EET: extensdo extratireoidiana ~ Meta DT: metastase a distancia NA: ndo aplicavel

Fonte: Elaborado pela autora. Estudos incluidos na meta-analise de Xin Liu e colaboradores (2014).
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APENCIDE D - PROTOCOLO DE REVISAO DOS PRONTUARIOS

Data:

Nome do pesquisador:

01.

02.

03.

04.

05.

06.

07.

08.

09.

10.

11.

R . s [
Idade: (anos ao
AIAGNOSTICO). ...ttt L]

Sexo: Q) Masculino (2
FEMININO......iiiiieie e ||

Histérico familiar de Cancer de Tireoide: (1) Sim (2) Nao (999) Néo
1) (0T 1T Vo [o OSSR

Data da cirurgia
(00/00/0000).......cceerrerrereeierieriesese e e sreeraaeeaeneas / /

Tipo de Cirurgia: (1) Tireoidectomia parcial (2) Tireoidectomia total (3)
Tireoidectomia realizada em outra
INSTITUIGAD. ... ||

Esvaziamento cervical homolateral: (1) esvaziamento recorrencial (Nivel VI) (2)
esvaz. radical classico (3) esvaz. radical modificado (Il a V) (4) ndo esvaziado (5) ndo
especificado (999) IgNOrado..........cocvviiiiiieie e

Esvaziamento cervical contralateral: (1) esvaziamento recorrencial (Nivel VI) (2)
esvaz. radical classico (3) esvaz. radical modificado (Il a V) (4) ndo esvaziado (5) ndo
especificado (999) IgNOTado..........ccccvveiiiiieiiee e

Numero do anatomo-patoldgico.

Tipo histologico: (1) Ca. Papilifero (2) Ca. Folicular (3) Ca. Células de Hurthle (4)
Ca. Medular (5) Ca. Anaplasico (6) OULIO..........cceeieiieiieiie e

Se Carcinoma papilifero, subclassificacdo: (1) Classico (2) Variante Folicular (3)
Variante Oncocitica (4) Variante Células Claras (5) Variante Células altas (6) Variante



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21,

22,
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Células Colunares (7) Variante Esclerosante Difusa (8) Variante Sélida (9) Variante
Cribiforme (10) Com componente insular (11) Células escamosas ou
mucoepidermoide (12) Misto: Papilifero e Medular (13)

OULIO. ..t L]
Tamanho do maior nodulo AP
(IMM) e L

Tumor multicéntrico: 1) Néo 2 Unilateral (3) Bilateral

............................... L

Exltenséo extra-tireoidiana: (1) Sim (2) N&o (999) Ignorado............ccccecervennee. |-
In\llaséo vascular: (1) Sim (2) N&o (999) Ignorada...........cccoceurvviiniiiinicnnnen, I
|Estladliarr|1ento T: (1) T1 (2 T2 (3) T3 (4) T4 (999) TX oo
Estadiamento N: 1) NO (2) Nla 3) N1b 4)

Data da iodoterapia: (00/00/0000) (999) se nao
(Y2 / /
Dose de iodo: (0) Nao (1) 30 mci (2) 100mCi / 3,7Gbq (3) 150mCi / 5,5Gbq (4)

200mCi / 7,4Gbq (5) 250mCi / 9,25 Gbq (6) 300mCi / 11,1Gbq (7) outros

PCI pés iodoterapia: (1) Captacdo adequada (2) Metastases a distancia (3) Captacdo
1 F=To (=T [T Vo - SRS ||

Metastase a distancia na PCI pos-dose: (1) N&o (2) Pulmao (3) Figado (4) Ossos (5)
L@ 1101 PSR PPRR

Tireoglobulina pds iodoterapia (feita ap6s 3 meses da dose de i0do):
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23. Recidiva em qualquer momento do followup: (1) Néo (2) local (3) pescogo
homolateral (4) pescoco contralateral (5) Linfonodos do nivel VI (6) osso (7) figado

(8) PUIMEO () OULIOS ...ttt sttt nne e e ||

24, Status na ultima informacéo: (1) vivo sem doenca (2) vivo com doenca (3) morte

ANEXO A — PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICO
EM PESQUISA DA ESCOLA DE ENFERMAGEM DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DA BAHIA
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ESCOLA DE ENFERMAGEM DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DA gwm
BAHIA

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: ANAL[SE DA MUTAGAO BRAFVG00E EM VARIANTES AGRESSIVAS DE CARCINOMA
PAPILIFERO E CARCINOMA ANAPLASICO DE TIREOIDE

Area Tematica:

Area 1. Genética Humana.

Versdo: 1

CAAE: 03402212.7.1001.5531

Pesquisador:  Helton Estrela Ramos

Instituigdo: Universidade Federal da Bahia - UFBA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Ntimero do Parecer: 102.290
Data da Relatoria: 11/09/2012

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de pesquisa bicéntrica, de fonte secundéria envolvendo os estados da Bahia e do Parana. Tem como
objeto a mutagéio BRAFG00E em variantes agressivas de carcinoma papilifero e carcinoma anaplésico de
tiredide. E financiado pela FAPESB. Propde-se a correlacionar a presenca da mutagdo BRAFG600E com
aspectos citopatolégicos e anatomo-patolégicos do céncer diferenciado de tiredide, suas variantes mais
agressivas, incluindo neoplasias menos diferenciadas, carcinoma anaplasico e os tratamentos instituidos. O
autor apresenta seu estudo com a afirmativa de que ;A maioria dos estudos clinicos e experimentais
realizados até o momento tem revelado uma significativa associag@o da mutagdo BRAFVB00E com
agressividade tumoral, recorréncia tumoral, resisténcia ao radioiodo e mortalidade. Assim sendo, a
determinacdo da alterag@o molecular do gene BRAF, mais especificadamente, da transverséo do nucleotideo
T1799A, ou do produto protéico desta mutagé@o, BRAFVG00E, poderia ser uma ferramenta auxiliar importante
na delicada determinagdo prognéstica, e potencial determinante no screening de casos potencialmente
candidatos & novos agentes terapéuticos como farmacos antogonistas de RAF e da mutagio BRAFVB00E,; .
Apresenta uma revis&o bibliografica pertinente e atualizada que justifica a realizagéo do estudo no aumento da
incidéncia do cancer de tiredide na populacgdo brasileira.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primério: A presente proposta visa otimizar a analise da mutacdo BRAFVG00E e torna-la factivel em
nosso meio, acumulando resultados soélidos que permitam referendar a investigagsio molecular do céncer de
tirecide mais agressivo, pouco diferenciado/indiferenciado e resistente ao radioiodo, como um método
coadjuvante Gtil na pratica clinica.

Objetivos Secundarios: - Padronizar a técnica de detecgfio da mutagio BRAFVGE00E em cancer de tireoide no
estado da Bahia; - Determinar a prevaléncia da mutagéo somatica BRAFV600E em variantes agressivas de
CPT, tumores resistentes ao tratamento com radioiodo e carcinoma indiferenciado de tiredide; - Estabelecer
correlagéo entre aspectos clinicopatoldgicos e positividade da mutacdo BRAFVG0OE .

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos estéo ausentes para o sujeito por se tratar de estudo retrospectivo. Como beneficios o autor
apresenta ¢A utilizagéo do marcador prognostico molecular de identificagéo da mutacio BRAFVG00E podera,
possivelimente, promover, por exemplo: a) a indicagdo de radiciodoterapia em aitas doses para tumores de
baixa agressividade; b) a realizagéo excessiva de exames e testes diagnosticos em tumores ndo agressivos; ¢)
identificagdo de lesdes de comportamento biolégico mais invasivo; d) intensificagdo no follow-up de lesdes de
alto risco de recorréncia; e) redugio das taxas de recorréncia

Enderego: Rua Augusto Viana S/N 3° Andar

Bairro: S/N CEP: 75.000-000

UF: BA Municipio: SALVADOR

Telefone: (71)3283-7615 E-mail: cepee ufba@ufba.br
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tumoral; f) redugéo de mortalidade, uma vez que lesdes mais agressivas podero ser identificadas no pos-
operatério imediato e assim a radioiodoterapia, terapia de supresdo do TSH com levotiroxina e seguimento
clinico seréo ajustados ao prognéstico tumoral. Além disso, a mutagdo BRAFV600E & marcador molecular
prognéstico de outros tipos tumorais como melanoma e cancer do sistema digestério, podendo assim, a
padronizag&o do método ser Gtil em outras areas de pesquisa e especialidades médicas. Um outro ponto
importante é que este projeto serve de ponto de partida para a detecgéo de mutagdo BRAF em material de
puncéo aspirativa de agulha fina, no estabelecimento de diagndstico de carcinoma papilifero. Como marcador
molecular de carcinoma, este procedimento podera diminuir o indice de exames citologicos ndo-conclusivos em
material de bi6psias de agulha fina de tumores tireoidianos e realizar avaliagéo prognéstica na fase
préoperatéria, podendo influenciar na extensdo da conduta cirdrgica adotada, e consequentemente otimizar o
tratamento clinico oferecido aos pacientes na rede hospitalarg,

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de pesquisa relevante para o cuidado a pessoas portadoras de cancer de tireoide que de certo
contribuira para o diagndstico etratamento precoce, estabelecendo um padréo de atendimento e contribuindo
para a construgdo do conhecimento sobre esta tematica.

Consideragées sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

A presente proposta dispensa a elaboraco do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido uma vez que se
trata de um estudo retrospectivo, onde serédo colhidos dados presentes em laudos anatomopatolégicos,
respeitando e garantindo a confidencialidade dos dados dos pacientes.Os documentos obrigatorios solicitados
foram anexados a proposta.

Recomendacdes:

NSA

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgées:
Né&o apresenta pendéncias.

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagido da CONEP:
Néo

Consideragées Finais a critério do CEP:
O Plenario acata o Parecer de APROVADO emitido pelo relator.

SALVADOR, 19 de Setembro de 2012
( j " / L ’)
st Josds oo

Assinado por:
DARCI DE OLIVEIRA SANTA ROSA

Enderego: Rua Augusto Viana S/N 3° Andar

Bairro: S/N CEP: 75.000-000

UF: BA Municipio: SALVADOR

Telefone: (71)3283-7615 E-mail: cepee.ufba@ufba.br
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ANEXO B — APROVACAO DA DIRETORIA MEDICA DO HOSPITAL
SAO RAFAEL



MONTE TABOR

HOSPITAL SAO RAFAEL

APROVAGAO DA DIRETORIA MEDICA

Declaro que conheco o projeto intitulado “Andlise da mutagGo BRAFV62E em
variantes agressivas do carcinoma papilifero e carcinoma anaplasico de
tireoide”, que tem como Pesquisadores Responsdveis, Dr. Helton Estrela
Ramos, e Dr. Cldudio Rogério Alves de Lima, e que, nosso servigo tem plenas
condicoes de executd-lo conforme o protocolo previsto. Portanto, autorizo a
realizacdo do mesmo no Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular, do

Hospital SGo Rafael, apds aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa.

Salvador, Zhde M de &Clg\/

A~

Dra. Liliana Ronzoni
Diretora Médica
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