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PEREIRA, Danielle Pessbda. Andlise da mutacdo BRRF em carcinoma papilifero de
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RESUMO

Introducédo: A oncogénese tireoidiana frequentemente envolavacao constitutiva da via
RAS-RAF-MEK-ERK. A mutacdo BRAYE contribui para a sua ativacdotem sido
considerada o evento oncogénico mais frequenteadmnoma papilifero de tireoide (CPT).
Estudos clinicos e experimentais tém predominanmt@méemonstrado associacdo positiva
entre a presenca da mutacdo BRR#e mau prognoéstico do CPT. No entanto, alguns estudo
nao constataram esta associacdo, indicando que h#ndliscrepancias e variabilidade nos
resultados obtidosObjetivos: Determinar a prevaléncia da mutacdo BRR¥E em casos
consecutivos de CPT em pacientes diagnosticadataeds no Hospital Sdo Rafael, Salvador-
Bahia-Brasil e associar a presenca da mutacao spett®s clinicopatolégicos conhecidos do
CPT e risco de recorréncia segundo protocolos ds€so Brasileiro e American Thyroid
AssociationMetodologia: Estudo retrospectivo de 135 casos consecutiv@de Extracéo
de DNA de tecido tumoral parafinado. Reacdo emiaadi@ polimerase e sequenciamento
direto do exon 15 do geBRAF. Dados clinicos e patoldgicos foram obtidos asalgrevisdo
de prontuérios fisicos e eletronicos. A positividlalé mutacio BRAEE foi confrontada com

0s aspectos clinicopatolégicos dos pacientes anitlie Teste de Qui-Quadrado e andlise
multivariada de regresséo logisti®esultados:A prevaléncia da mutacdo BRAREE foi de
65,1% (28/43). A mutacdo BRAFE esteve positivamente associada com idade avancada
(40,96 + 13,69ys29,73 £+ 10,18P = 0,008) e negativamente com presenca de tireodt
Hashimoto (TH) (25%vs 66,7%;P = 0,008). Contudo, o efeito independente foi sdmen
observado para TH (OR: 0,1B;= 0,024). Neste estudo, ndo foram observadasiasées
com o0 sexo do paciente, historia familiar, subtipgstolégico, tamanho tumoral,
multifocalidade, invasado vascular, metastases Hiodais e a distancia, estadio clinico
avancado (TNM/AJCC) e risco de recorréncia tum&@ahcluséa A prevaléncia da mutacao
BRAFV89%E foi semelhante & apresentada em estudos préviosi@cio BRAFE nfo esteve
associada com a maioria dos aspectos clinicopatol®mvestigados. Tireoidite de Hashimoto
esteve negativamente associado com a mutagio BEAF

Palavras-chave:cancer de tireoide; carcinoma papilifero de tirepidutacdo BRAPE



PEREIRA, Danielle Pesséa. BRAEE mutation analysis in papillary thyroid carcinom&91
pp. ill. 2014. Master Dissertation — Instituto d&i@ias da Saude, Universidade Federal da
Bahia, Salvador, 2014,

ABSTRACT

Background: Thyroid oncogenesis often involves constitutivéivation of the RAS-RAF-
MEK-ERK pathway. BRAFS%E mutation contributes to this activation and hasnbe
considered the most frequent oncogenic event iflgapthyroid carcinoma (PTC). Clinical
and experimental studies have predominantly dematest positive association between
presence of BRAFE mutation and poor PTC prognosis. However, somdiesuhave not
found this association, so there still are discnepes and variability in the results obtained.
Objectives To determine the BRAfE mutation prevalence in consecutive cases of PTC in
patients diagnosed and treated at S&do Rafael'sitdhspalvador-Bahia-Brazil, and associate
its presence with known clinicopathological asp&ft®TC and recurrence risk according to
Brazilian's Consensus and American Thyroid AssmriaguidelinesMethods. Retrospective
study of 135 consecutive cases of PTC. DNA exwadtiom paraffin-embedded tumor tissue.
Polymerase chain reaction and direct sequencingxof 15 ofBRAF gene. Clinical and
pathological data were obtained through reviewhyfsical and electronic records. BRERE
mutation positivity was confronted with the clingathological features of patients using chi-
square test and multivariate logistic regressiomlyasis. Results BRAF'6°%F mutation
prevalence was 65.1% (28/43). BRA®E mutation was positively associated with older age
(40.96 £ 13.69s29.73 + 10.18, P = 0.008) and negatively with ghesence of Hashimoto's
thyroiditis (HT) (25%vs66.7%; P = 0.008). However, the independent effastonly observed
for HT (OR: 0.14, P = 0.024). In this study, asations with patient gender, familial history,
histologic subtype, tumor size, multifocality, vakr invasion, lymph node and distant
metastases, advanced clinical stage (TNM/AJCC) rgsid of tumor recurrence were not
observedConclusion BRAFV6%°Emutation prevalence was similar to the presemt@dgvious
studies. BRAFSE mutation was not associated with most clinicoplaiocal aspects
investigated. Hashimoto's thyroiditis was negativadsociated with BRAE mutation.

Keywords: thyroid cancer; papillary thyroid carcinoma; BRR¥E mutation
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1 INTRODUCAO

Apesar da taxa de prevaléncia baixa em relagautros tipos de tumores malignos,
o cancer diferenciado de tireoide (CDT) represent@oplasia enddcrina mais frequente em
humanos (SHERMAN, 2003). N&do obstante, a epidemialola doenca tem demonstrado
aumento expressivo em sua taxa de incidéncia nimsasl décadas (KILFOY et al, 2009;
FERLAY et al, 2010). No Brasil, o Instituto Nacidm Cancer (INCA) estima que ao final de
2014 havera o diagnéstico de 9.200 casos novodde €bm risco estimado de 8 casos para
cada 100.000 mulheres (BRASIL, 2014).

Os tumores malignos da tireoide classicamsateriginam a partir de dois tipos
celulares: das células foliculares, derivando ogcimamas bem diferenciados; pouco
diferenciados e indiferenciados; e das célulasfpliaralares, que ddo origem ao carcinoma
medular. Os carcinomas bem diferenciados compreeraie neoplasias tireoidianas mais
frequentes e englobam o carcinoma papilifero e@reana folicular da tireoide (SHERMAN,
2003; FAQUIN, 2008). O carcinoma papilifero dadide (CPT) representa o tipo histoldgico
mais frequente, compreendendo mais de 85% dasasépmalignas que acometem a tireoide
(NIKIFOROV, 2012; DAVIES, L.; WELCH, 2014). De fata grande incidéncia atual do CDT
deve-se sobretudo ao aumento do namero de casoBTeparticularmente microcarcinomas
papiliferos (PELLEGRITI et al, 2013).

No geral, o CPT representa um tumor tipicameimdolente que apresenta
prognéstico clinico relativamente mais favoravedrmlo comparado a outros tipos de tumores
malignos tireoidianos (GIMM, 2001; SHERMAN, 200%). tratamento inicial padréo, que
consiste na indicacao de tireoidectomia total agu com radioiodo para casos selecionados,
é eficaz principalmente quando o diagnostico éque¢PACINI et al, 2006; COOPER et al,
2009; ROSARIO et al, 2013). No entanto, apesarailatiaxa de mortalidade por CPT, alguns
casos podem apresentar extensado extratireoididbifl) (& metastases locais ou a distancia,
podendo progredir para estagios inoperaveis e esmonsivos ao radioiodo. A recorréncia
geral do CPT ainda € considerada alta, podendgirafib a 30% dos casos em 5-20 anos de
follow-up (MAZZAFERRI; JHIANG, 1994; HAYAT et al, 2007; SHEBMt al, 2010; CONZO
et al, 2013; KIM, S. J. et al, 2014). Sendo assim,dos mais relevantes focos de pesquisa

clinica atual é a prevencéao e a reducdo de re@asen
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A fim de reduzir a taxa de recorréncia, besma a mortalidade, por CDT, as
principais sociedades cientificas da area de Emdogia do mundo criaramuidelinesque
permitem orientar o0 manejo clinico dos pacientesgmbsticados (PACINI et al, 2006;
COOPER et al, 2009; ROSARIO et al, 2013). Atualreerdt estratificacdo de risco de
recorréncia € a principal ferramenta para a detexgdio da melhor conduta terapéutica, sendo
geralmente baseada em critérios clinicopatol6gibedato, estudos clinicos tém demonstrado
que uma variedade de aspectos clinicopatologicdsermpadnfluenciar o prognostico do CPT,
tais como idade ao diagnostico, sexo, tamanho @lmeET, metastases locais ou a distancia
(HAMZANY et al, 2012; JONKLAAS et al, 2012; ITO e, 2014). Além disso, algumas
variantes histolégicas do CPT possuem reconhec#darragressividade, tais como a variante
de células altas, variante de células colunareariante esclerosante difusa (SILVER et al,
2011). Apesar da comprovada associacao destes@speagnosticos com o0 aumento do risco
de doencga agressiva, estes nao sao suficienteprenisos e, em sua maioria, sao reconhecidas
apos o tratamento cirargico inicial. Isto dificubamanejo clinico adequado dos pacientes,
sobretudo na decisdo entre condutas terapéuticassnoel mais agressivas. Desta forma, a
biologia molecular tem apontado direcfes inovadgiss prometem otimizar 0 manejo do
CDT.

Nos ultimos anos houve grande avanco no entendintod eventos oncogénicos
responsaveis pelo inicio e progressdo do CDT. Hagde a patogénese molecular do CPT,
ganharam destaque as alteracdes genéticas dasiratizacdo da MAPKn(itogen-activated
protein kinasg compreendendo mutacdes pontuais nos geR&d- (V-raf murine sarcoma
viral oncogene homolog B® RAS(rat sarcomd, e rearranjos cromossGmicos no oncogene
RET (rearranged during transfectigrfiGRECO et al, 2009; BHAIJEE; NIKIFOROV, 2011).
As alteracdes mais prevalentes atingem o B&%F, sendo identificadas em 40-45% dos casos
(KIMURA et al, 2003, OLER; CERUTTI, 2009). A protei BRAF {-raf murine sarcoma
viral oncogene homolog)Bossui atividade serina-treonina quinase e pegtarfamilia RAF
(DHILLON et al, 2007). Mutacdes ativadoras do g&fAFocorrem em amplo espectro de
tumores humanos, predominantemente melanoma, enzemos frequéncia em carcinoma
intestinal e de ovario (DAVIES, H. et al, 2002).

Em 2003, foi descrito que a mutacdo BRAF (referido inicialmente como
mutacao no nucleotideo 1796) seria a alteracadigaméais predominante no CPT (KIMURA
et al, 2003). A mutagdo BRAF®” promove a traducdo de uma proteina BRAF cuja oegid

quinase apresenta-se constitutivamente ativa, érda substituicdo de valina para acido
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glutdmico no aminoacido 600 (V600E). Esta alterag@eencadeia a ativacdo da via de
transducédo de sinal da MAPK, potencializando asttamac&o maligna (XING et al, 2005).
Estudos subsequentes confirmaram a alta preval@agieutacio BRAE®Aem CPT, assim
como o fato de que a mutacdo esta presente quasexguisivamente neste tipo histoldgico,
nao sendo observado em outros tipos de carcinoemsliiferenciados da tireoide (KIMURA
et al, 2003; NIKIFOROVA et al, 2003; XING et al,@8). Esta alta prevaléncia e especificidade
da mutacédo BRA¥Eem CPT sugere seu provavel papel na oncogéneseg&pase tumoral,
com a possibilidade de utilizacdo como marcadoemaér prognostico atil do CPT (XING,
2007).

Em relagdo ao papel prognostico da mutacadmSRE uma série de estudos
clinicos demonstraram associacao entre a mutagsjpeetos clinicopatologicos de progndéstico
do CPT (NAMBA et al, 2003; NIKIFOROVA et al, 200BROVISCO et al, 2005; XING et al,
2005; FUGAZZOLA et al, 2006; GRIFFITH et al, 20065tudos também apontam prevaléncia
ainda mais elevada em subtipos histoldégicos maesalyos, como a variante de células altas
(SHERMAN, 2003; MACIEL; KIMURA; CERUTTI, 2005; HAYA et al, 2007;
MAZZAFERRI et al, 2007). Ainda, nos tumores de nnagressividade, como CPT pouco-
diferenciado e carcinoma anapléasico com focos nitipapilifero, € relativamente comum
encontrar a mutacdo BRA¥E, sugerindo possivel participacdo de BRAF no psmae
progressdo e nha agressividade tumoral (MACIEL et 2005; CARLING; OCAL;
UDELSMAN, 2007). Reforcando a ideia, o papel oncogé da mutagdo BRAEE foi
reproduzido e investigado em modelo experimentastrando maior agressividade tumoral do
CPT e indiferenciacao celular com evolucao paréipolde carcinoma pouco diferenciado, de
perfil ainda mais invasivo (GHOSSEIN; LIVOLSI, 2Q@BLER; CERUTTI, 2009).

No entanto, ainda ndo ha consenso em rekgaeal papel biolégico da mutacao
BRAFY89°E como fator prognostico tumoral. Uma série de estuidoincapaz de constatar
associacao clinica significativa entre a presemcandtacdo e comportamento clinico do CPT
(ITO et al, 2009; SHEU et al, 2009; AHN et al, 20GOUVEIA et al, 2013; BARBABO et
al, 2014). Sobretudo, outras andlises mais recer@esforam concordantes ao demonstrar
associacdo da mutacdo BRA¥E com comportamento bioldégico de maior recorréncia,
progressao clinica e falha terapéutica em variaagesssivas do CPT, sugerindo, portanto, a
possibilidade de simples relacdo indireta entneeagmca da mutacao e os subtipos histoldgicos
mais agressivo (KIMURA et al, 2003; NIKIFOROVA el, 2003; RIVERA et al, 2008;
RICARTE-FILHO et al, 2009).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CANCER DE TIREOIDE

2.1.1 Epidemiologia

Muito comum na pratica clinica, o nédulo dgichano constitui a principal
manifestacdo de grande parte das doencas tireagdidnprevaléncia do nédulo tireoidiano
palpavel na populagéo € de 4 a 7% nas mulheres mo$%omens (MAZZAFERRI, 1992).
Apesar da maioria dos casos representar les6egnbsnibdcios, adenomas atoxicos e
adenomas hiperfuncionantes ou toxicos), a grandeoriéncia no manejo dos ndédulos
tireoidianos reside no fato de que 5 a 10% dosscs&0 neoplasias malignas (PAPINI et al,
2002; ROSARIO et al, 2013).

O cancer de tireoide representa a neoplasi@ogina mais comum, compreendendo
1% de todos os tipos de cancer diagnosticados ésespacidentais (SHERMAN, 2003).
Apesar da sua relativa baixa prevaléncia em relacéotras neoplasias, houve nas ultimas
décadas aumento gradativo da incidéncia do caredirebide na maior parte do mundo.
Segundo os registros da série “Incidéncia do CémoeCinco ContinentesCancer Incidence
in Five Continenfs publicada pela Agéncia Internacional de Pesquesa Cancer
(Internacional Agency of Research on Canceraumento da taxa de incidéncia do cancer de
tireoide entre os anos de 1973 e 2002 foi reportedmaioria das populacdes estudadas de
diferentes regidoes geograficas (KILFOY et al, 200RRLAY et al, 2010). No Brasil, Veiga e
colaboradores (2013) observaram que as taxas wmeta do cancer de tireoide na cidade
S&o Paulo obtidas através Registro de Cancer deMBgsulacional de Sdo Paulo aumentaram
5,2% ao ano entre 1997 e 2008.

Dados do programa estadunidense Vigilangudemiologia, e Resultados Finais
(Surveillance, Epidemiology, and End ResuB8&ER) indicaram que o cancer de tireoide
representa a neoplasia maligna de mais rapidoicresto nos ultimos anos, atingindo taxa de
6,3% de incidéncia por ano (HOWLADER et al, 201 )igura 1 apresenta um grafico que
indica as taxas de incidéncia e mortalidade doerae tireoide obtidas a partir dos dados do
programa, entre os anos de 1975 e 2010 (HOWLADER 2014).
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Figura 1: Gréfico das taxas de incidéncia e maiaake do cancer de tireoide nos Estados
Unidos entre os anos de 1975 e 2010.
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Fonte: Elaborado pela autora. Dados do program&kSBHBDWLADER et al, 2014).

Apesar do gradual aumento da incidéncidasas de mortalidade do cancer de
tireoide mantiveram-se relativamente baixas e e&ao longo das ultimas décadas em outros
paises desenvolvidos (BURGESS, 2002; FERLAY e2@1,3; JUNG et al, 2013; SHAW,
SEMENCIW; MERY, 2014). No Brasil, Coeli e colaboosds realizaram um estudo
epidemiolégico no qual analisou dados proveniemtesSistema de Informacdes sobre
Mortalidade, disponiveis no DATASUS do Ministéria 8aude (www.datasus.gov.br), e dos
Registros de Cancer de Base Populacional, queairait inclusive reducdo dos indices de
mortalidade por cancer de tireoide no pais ao lategoultimas décadas (COELI et al, 2005).
Este achado estda em conformidade com estudo emilbgico mais recente, que apontou
diminuicdo da taxa de mortalidade por cancer @eitle na cidade de Sao Paulo entre 1997 e
2008, de 0,53 a 0,37 (VEIGA et al, 2013). Apesarediaicdo da mortalidade reportada no pais,
o Instituto Nacional do Cancer (INCA) ja estima quefinal do ano de 2014 havera incidéncia
aproximada de 8 casos de cancer de tireoide pdeal€®.000 mulheres (Tabela 1), levando a
doenca a ocupar a quinta posicdo de cancer madeime entre as mulheres no Brasil
(BRASIL, 2014).
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Tabela 1 — Distribui¢céo proporcional dos dez tigesancer mais incidentes no Brasil estimados para
0 ano de 2014 entre homens e mulheres pelo INCA.

Localizacéo primaria casos % Localizacdo primdria tasos %

Prastata 68.800 8% Homens Mulheres  Mama Feminina 57.120 20,8%

Traqueia, Bringuio e Pulman 16.400 54% # Cdlon g ﬁem 17.530 B,4%

Cdlon e Reto 15.070 5,0% o Cola do Utero 15.500 57%

Estdmago 12.870 43% | Tragueia, Bronquio & Pulmdo  10.930 4.0%

Cavidade Oral 11.2680 3% Glandula Tirecide B.050 2.9%

Ezdfago 3.010 2 6% Estdmago 7.520 27%

Laringe B.870 23% i Coma do Utera 5.900 2.2%

Bexiga 6.750 22% X Ovéria 5.6080 2,1%

Leucemizs 5.000 1,7% Linfoma nao Hodgkin 4850 1,6%

Slgtema Mervoso Central 4960 16% Leucemias 4.320 1,6%

*Numeros aredondados para 10 ou mdlliplos de 10,

Fonte: BRASIL (2014, p. 55).

O aumento significativo da incidéncia do CBd mundo pode estar relacionado ao
aumento da sensibilidade de técnicas diagnosticesames de imagem que permitem a
deteccédo de tumores pequenos e subclinicos (KEMIT 2007; MORRIS et al, 2013; YOO et
al, 2013; DAVIES, L.; WELCH, 2014). Contudo, alguestudos e especialistas da area de
Endocrinologia argumentam que houve aumento realindédéncia do CDT, onde
possivelmente existem outros fatores contribuiak&s da deteccdo aprimorada da doenca (LI,
N. et al, 2013; PELLEGRITI et al, 2013; VEIGA et 2013). Quando assumido que a deteccao
precoce e melhor monitoramento sao as Unicas caasasmento da incidéncia do CDT, o
aumento do numero de microcarcinomas (tumores <erttimetro) deveria também ser
acompanhado do declinio da incidéncia de tumorasdgs e mais avancgados, o que nao foi
observado em alguns paises industrializados (CHEN)Y.; JEMAL; WARD, 2009;
ENEWOLD et al, 2009; REGO-IRAETA et al, 2009; HUGSEt al, 2011; SIMARD et al,
2012). Embora também possam ser admitidas difesergatensidade do rastreio de doencas
neoplasicas de acordo com a idade e sexo do indiyzthu e colaboradores (2009) constataram
gue a razéo de incidéncia do CDT do sexo feminara p masculino variou entre 2,01 a 3,07
durante o periodo entre 1973-2004, de acordo comladses do programa SEER. Quando
avaliado o efeito de coortes de nascimento ajustpdo sexo, as geracdes mais recentes
apresentaram maior incidéncia da doenca, sugepioskiveis alteracdes na exposicao a fatores
de risco que propiciam o desenvolvimento do CDT Z&t al, 2009). Quando avaliada a
populacdo da cidade de Sdo Paulo, Veiga e colam@®@2013) constataram que a raz&do de
incidéncia do sexo feminino para o masculino, et®®/7 e 2008, foi maior quando comparada

a razao apresentada pelos dados do programa SEERv$43,10, respectivamente). Além
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disso, as taxas de incidéncia do CDT aumentaranifisefivamente entre os individuos com
idade inferior a 50 anos, tanto em mulheres quamtdomens (6,5% e 7,5%, respectivamente;
P =<0,05), em contraste aos achados do programa SkER,onstatou maior aumento entre
os individuos com idade superior a 50 anos (VEIGAI£2013). O contraste dos achados
observados entre as duas regifes geogréaficas m®ipodem sugerir que fatores externos
distintos podem estar incidindo sobre estas popatcAlém disso, cabe destacar que o
impacto da evolugcéo e da adesdo dos exames dimgpsodeveria também compreender o
aumento da deteccédo de maior variedade de neaplasjas taxas de incidéncia ndo sofreram
aumentos rapidos e significativos nas ultimas désaahto quanto a observada, por exemplo,
em CDT (Tabela 2) (PELLEGRITI et al, 2013; HOWLADERal, 2014).

Tabela 2 — Alteracdes nas taxas de incidéncia aoecdor tipo ou sitio neoplasico primério de
acordo com dados do programa SEER.

Casos por 100.000

habitantes
Tipo ou Sitio neoplésico primario 1975 2011 Alteracéo (%)
Figado e ducto biliar intrahepatico 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
Esbéfago 4,14 4,45 (+)7,48
Leucemia 12,8 13,66 (+) 6,71
Pulméo 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
Cavidade oral e faringe 13,21 11,18 (-) 15,36
Corpo do atero 35,47 27,05 (-) 23,73
Ovério 16,32 12,09 (-) 25,92
Colon e reto 59,53 39,3 (-) 33,98

Continuacao na proxima pagina
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Tabela 2 — Alteragdes nas taxas de incidéncia aoecdor tipo ou sitio neoplasico primario de
acordo com dados do programa SEER (Continuacao).

Casos por 100.000

habitantes
Tipo ou Sitio neoplasico primario 1975 2011 Alteracéo (%)
Estdbmago 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 program&SBEHBWLADER et al, 2014).

2.1.2 Classificacao geral dos tumores tireoidianos

Os tumores malignos da tireoide sao classlie por tipos e subtipos histologicos
que possuem histogénese, caracteristicas e pragodistintos. Segundo a categorizacéo
atual estabelecida pela Organizacdo Mundial de &asdtumores tireoidianos sédo divididos
em tumores primarios e secundarios, estes repaggkntima categoria incomum de metastases
para a tireoide originarias de outros tumores (DHLUE et al, 2004; NIKIFOROV, 2012). A
maioria dos tumores tireoidianos primarios possumigem epitelial, enquanto que as
neoplasias nao-epiteliais sdo consideradas eversims (SNIEZEK; HOLTEL, 2003;
BALOCH; LIVOLSI, 2008). Classicamente os tumoregaais da tireoide podem se originar
a partir de dois tipos celulares: das células tddies, que abrangem tanto lesdes benignas
(adenoma folicular) quanto lesbes malignas (canca® bem diferenciados; pouco
diferenciados e indiferenciados); e células C (parna medular de tireoide; CMT)
(NIKIFOROV, 2012). Os tumores malignos derivados daulas foliculares compreendem as
neoplasias tireoidianas mais frequentes (SHERMAI932FAQUIN, 2008).

O CDT é o mais predominante e enquadra CBTacinoma folicular da tireoide
(CFT). Existe questionamento quanto a possibilidbmE€FT surgir a partir da transformacéo
maligna de adenomas pré-existentesdeunovo ignorando uma fase de pré-malignidade.
Quanto aos carcinomas pouco diferenciados (CPR&)a@nomas indiferenciados (carcinoma
anaplasico de tireoide; CAT), acredita-se que ambdsm surgir tantde novoquanto a partir
da desdiferenciacédo de CDT (Figura 2) (NIKIFOROW12).
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Figura 2 — Representacao esquematica da progresiuliferenciagdo dos tumores derivados de
células foliculares tireoidianas.
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Fonte: adaptado de Nikiforov (2012, p. 110).

2.2 CARCINOMA PAPILIFERO DE TIREOIDE

2.2.1 Aspectos clinicopatologicos

O CPT representa o tipo histolégico maisudssde do CDT, compreendendo mais de
85% das neoplasias que acometem a glandula (DA\LE®/ELCH, 2014). A epidemiologia
do céancer de tireoide tem demonstrado que o aundnitecidéncia da doenca esta associado
quase exclusivamente ao diagnostico de CPT, ndandi@ significativamente as taxas de
incidéncia de outros tipos histologicos da doer€gufa 3) (TRIMBOLI et al; 2006;
ALBORES-SAAVEDRA, et al, 2007; ENEWOLD et al, 2008SCHEBROOK-KILFQY et
al, 2013; PATHAK et al, 2013).
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Figura 3 — Gréfico da incidéncia do cancer de iilee de seus tipos histoldégicos mais frequentes a
partir de dados do programa SEER.
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Fonte: Adaptado de Louise Davies e Welch (2013).p.

Apesar de ainda ndo haver uma definicdo sabetiologia do CPT, algumas
condi¢des podem predispor um individuo a desenval\doenca e, inclusive, contribuir para
0 aumento da sua incidéncia. Estudos epidemiolégém apontado que a interacdo de alguns
fatores envolvidos com pré-disposicao genéticapramibiente e com o préprio metabolismo

do organismo podem ser determinantes para o ddsangato dos tumores tireoidianos.

Apesar da maioria dos casos de CPT possgeroresporadica (ITO et al, 2009b;
NOSE, 2011), esta bem estabelecido que historidiéarde CDT é um fator de risco de
malignidade reconhecido (PACINI et al, 2006; COORERI, 2009; ROSARIO et al, 2013).
Estudos populacionais j& demonstraram que o ris€il é maior em individuos que possuem
parentes de primeiro grau acometidos (FRICH; GLAETRKSLEN; 2001; CHARKES,
2006; GOMES et al, 2011; XU, L. et al, 2012). Alguasos familiares de CPT estdo associados
a polipose adenomatosa familiar, uma forma de cdmereditario caracterizado pela formacéo
de adenomas colorretais (PLAIL et al, 1987; CETTAle1998). Os tumores papiliferos de
pacientes afetados pela sindrome muitas vezesnexibeacteristicas histologicas distintas,
com areas de morfologia cribiforme e componentescélelas fusiformes (HARACH;
WILLIAMS; WILLIAMS, 1994; SORAVIA et al, 1999; DONMELLAN; BIGLER; WEIN,
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2009). A polipose adenomatosa familiar envolve giga germinativas inativadoras do gene
supressor tumoradPC (adenomatous polyposis ColLEE, S. et al, 2004; UCHINO et al,
2006). Dados na literatura indicam que a oncogétiesmdiana mediada por alteracbes no
geneAPCpode ocorrer através da ativaca@datenina, um dos efetores da via de sinalizacao
WNT (wingless-type(XU, B. et al, 2003), como também pela interagd@ene mutante com
alteracdes nos genBET/PTCep53(SORAVIA et al, 1999).

A exposicdo prévia a radiacdo ionizante ébtam fator de risco para o
desenvolvimento do CPT. A literatura expde casasi@ados a radiacdo médica, proveniente
de técnicas diagndsticas e tratamentos radiot@®@pia regido da cabeca e pescoco (JONG et
al, 1991; JERECZEK-FOSSA et al, 2004), bem coma afposicao a radiacao proveniente
de acidentes com armas nucleares e envolvendgesatocleares (TAKAHASHI et al, 2003;
IMAIZUMI et al, 2006; NIKIFORQV, 2006). Em ambos 0as0s, 0 risco € mais proeminente
quando a exposicao ocorre durante a infancia olescéncia (RON et al, 1995; FURUKAWA
et al, 2013).

Um fator de risco bastante discutido é astiye de iodo. Apesar da relevancia do
consumo de iodo para o desenvolvimento de CDT apefananeca indefinida, estudos
experimentais demonstraram que animais submetiddista restritiva prolongada de iodo
obtiveram maior risco de desenvolver a doenca enpacacao ao grupo controle (FORTNER,;
GEORGE; STERNBERG, 1960; SCHALLER; STEVENSON, 1968)desenvolvimento da
doenca foi associado ao aumento dos niveis do monideoestimulante (TSH), maior fator
de crescimento das células foliculares tireoidiamasisado pela deficiéncia de iodo. No
entanto, o aumento significativo do risco de CD® fd observado em humanos residentes em
areas de deficiéncia de iodo (FELDT-RASMUSSEN, 2001que se observa € que em areas
de deficiéncia de iodo ha maior incidéncia de CFEJAG, enquanto em areas de alto consumo
de iodo a frequéncia de CPT é maior (FRANCESCHIS81IXNOBEL; MEDEIROS-NETO,
2007).

Sobrepeso e/ou obesidade tém sido assoc@ddssenvolvimento e progressao de
diversos tipos de neoplasias (VIGNERI et al, 200&QLIN; CARSON; COLDITZ, 2010). Em
relacdo ao CDT, recente meta-analise de estudavalosonais reportou associacdo entre
excesso de peso e tumores tireoidianos (ZHAO eR@2). No entanto, 0s mecanismos
patofisiologicos envolvidos nesta associacdo gpetemanecem incertos. Considerando que a
obesidade trata-se de uma doenca multifatoriadaasas da contribuicdo para a oncogénese

tireoidiana tém sido discutidas na literatura. Eawisdo recente, Marcello e colaboradores
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(2014) destacaram a resisténcia a insulina comeaped elemento etiopatogénico na
associagdo entre a obesidade e CDT. Resisténogulina se refere a uma condicdo onde a
sensibilidade das células a acédo da insulinaedtzida, de modo que as célylgmncreaticas
possam a produzir maiores niveis de insulina comcamsmo compensatorio, culminando na
hiperinsulinemia. Rezzdénico e colaboradores (2009¢rvaram alta prevaléncia de resisténcia
a insulina em pacientes com CDT quando comparadpugm controle (50%s 10%;P = <
0,001). Insulina participa da regulacdo da expresgénica nas células tireoidianas,
estimulando a diferenciacéo e a proliferacéo celdtivacao dos receptores de insulina resulta
na fosforilacdo e recrutamento de véarias moléoglessativam as vias de sinalizagdo celular
das MAPKs e do fosfatidilinositol-3-cinasg@hsphoinositide 3-kinasePI3K), eventos
geralmente envolvidos na proliferacéo e sobrevigécelular (GUO, 2014). Contudo, importa
considerar o efeito da hiperinsulinemia sobre oentmdas taxas de incidéncias do cancer de
tireoide também deveria ser observado em outrad@odrgujas taxas de incidéncia de cancer

ndo aumentaram de maneira significativa (como tazumo topico 2.1.1).

Em relacdo aos fatores reprodutivos, impaettacar que a propria epidemiologia do
cancer de tireoide tem demonstrado que a idadeoedeeindividuo sao fatores relacionados a
predisposicdo a doenca. A Figura 4 apresenta uficg@das taxas de incidéncia do cancer de
tireoide, ajustadas por idade e sexo, reportadasppegrama SEER entre os anos de 2006 e
2010. Apesar da possibilidade de se manifestarwaigger periodo da vida de um individuo,
o CDT é considerado um evento raro durante a irdaespecialmente antes dos 10 anos de
idade (RIVKEES et al, 2011; VAISMAN; CORBO; VAISMANZ2011). Vergamini e
colaboradores (2014) observaram que houve aumatiicativo na taxa de incidéncia de
CDT em pacientes jovens entre 1984 e 2010, cons @xaais de 3,44% e 3,81% em homens
e mulheres, respectivamente, indicando que a teredép aumento da incidéncia da doenca
também atingiu a populacéo pediatrica. A taxa dielémcia do CDT aumenta conforme a idade
do individuo avanca, alcancando um pico em tornb?ddécada de vida, e tende a diminuir a
partir da faixa dos 70 anos de idade (DAVIES, LEMZH, 2014). Quanto ao sexo do
individuo, o CDT apresenta distribuicdo equilibrad&re homens e mulheres durante a infancia
e a terceira idade. Contudo, ap6s o periodo dargadhe, é observada predominancia
significativa da doenca entre as mulheres. DaddSEIER constataram que, do periodo entre
1975 e 2010, as taxas anuais de incidéncia do @DT(®H.000 habitantes aumentaram de 2,39
a 7,01 em homens e de 6,15 a 21,43 em mulheres ((AD®ER et al, 2014). No Brasil, Veiga
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e colaboradores (2013) observaram que de 1997 & &Dfaxas de incidéncia da doenca na
cidade de S&o Paulo aumentaram de 14,80 a 23,iuémres e de 3,64 a 5,49 em homens.

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

Fonte: Elaborado pela autora. Dados do program&SBBWLADER et al, 2014).

A predominancia da doenca no sexo feminiocamte o periodo reprodutivo,
corrobora o indicio de que fatores hormonais femaisipossam estar envolvidos na patogénese
do CDT (MACK et al, 1999; CHAN et al, 2006; CHEN, G. et al, 2008). Apesar da
contribuicdo do estrogénio para a oncogénese diee@ ainda n&o estar definida, diversos
estudos buscaram elucidar o papel do estrogémmancao e progressao do cancer de tireoide.
Ha evidéncias de que o estrogénio pode influergmoliferacdo celular através da inducéo da
expressao de diversos proto-oncogenes, tais cejono(v-jun avian sarcoma virus 17 oncogene
homolog), c-myc (v-myc myelocytomatosis viral oncogene hompleg-fos (FBJ murine
osteosarcoma viral oncogene homglogem como de fatores de crescimento e ciclinas
(SANTIN; FURLANETTO, 2011; RAJORIA et al, 2012). biee as respostas celulares

mediadas pelo hormonio, cabe destacar que estedosndtraram que a expressao e ativacao
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dos diferentes subtipos de receptores de estrogédiem modular a patogénese da doenca ao
influenciarem a proliferagéo celular pela ativad&odiversas vias de sinalizag&o intracelular,
assim como observado em cancer de mama (SOTOQA2008). A ligacéo do estrogénio ao
receptor do tipo alfaegtrogen receptor alphd&Ra) promoveria a proliferacdo e crescimento
celular, e, em contraste, a ativacdo do ER tipa (&R3) promoveria acdes apoptéticas e outras
fungBes tumorais supressivas em culturas de célGld®, M. A. et al, 2007; ZENG et al,
2007).

Atualmente, provavelmente devido a aperfgigento do diagndstico de tumores e
da detecc¢do precoce, a maioria dos pacientes dadospelo CPT apresenta nddulo tireoidiano
assintomatico de evolucédo indolente, diagnosticamidentalmente por ultrassonografia
(USG) e outros exames de imagem. No entanto, quaedoatam de nodulos palpaveis e
aparentes, 0s pacientes podem se queixar de d@reseatar sintomas sugestivos de
compressao de estruturais cervicais, tais comaglesfrouquidao, tosse, disfonia e estridor
(NIKIFOROV; OHORI, 2012). Além disso, alguns caslessCPT podem se manifestar como
nodulos tireoidianos associados a linfonodos megiases cervicais (WADA et al, 2003; KIM,

B. Y. et al, 2012; MIZRACHI et al, 2014), e, mamramente, estar clinicamente presentes
apenas nos linfonodos cervicais (FLANAGAN et aD@OANASTASILAKIS et al, 2012).

A USG cervical € o método diagnostico de iem@mplamente utilizado na pratica
clinica para a avaliagdo de nddulos tireoidiangpsitios (PACINI et al, 2006; COOPER et al,
2009; ROSARIO et al, 2013). No entanto, uma vez @uemaioria dos aspectos
ultrassonograficos ndo sédo especificos para mdigei (BRITO et al, 2014), a puncédo
aspirativa por agulha fina (PAAF) é recomendadaretado diante de caracteristicas nodulares
suspeitas na USG e critérios clinicos estabele@dtzsmaioria dos consensos (PACINI et al,
2006; COOPER et al, 2009; ROSARIO et al, 2013)avds da avaliagdo citologica, a PAAF
€ considerada o método que melhor permite a disiieQtre lesdes benignas e malignas, com
até 95% de acuracia (MAMOON et al, 1997; MURUSSIIe2001; ABU-SALEM, 2003; WU;
JONES; OSMAN, 2006; MENEGASSI; BORDIN). A elevadaigicia diagnostica atribuida a
PAAF diminuiu de forma significativa a taxa de tildectomias desnecessarias para pacientes
com nodulos benignos, assim como passou a triapapdamente os pacientes elegiveis para
o tratamento cirargico (SCHLUMBERGER; PACINI, 2006ASSA et al, 2007). A fim de
evitar interpretagbes ambiguas entre os médicadogtas, endocrinologistas e cirurgides,
uma conferéncia realizada p&ational Cancer InstitutéNCI) introduziu o sistema Bethesda
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para a categorizacdo diagndstica das puncdes @apéCIBAS; ALI, 2009; RENUKA et al,
2012).

Tabela 3 — Categorizacao diagnéstica das punctidégicas recomendados pelo sistema Bethesda e
os riscos de malignidade implicado para cada cetego

Risco de
Categorias Diagnéstico malignidade (%)
I Amostra ndo diagndstica ou insatisfatéria la4d
Il Benigna 0-3
[l Atipias/Lesao folicular de carater indetermina 5a1l5
Suspeita de neoplasia folicular ou
\Y neoplasia folicular 15- 30
\% 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, cigate que obtém diagndstico positivo
ou até mesmo suspeito de malignidade ao exametiidpgico € indicado para ser submetido
ao tratamento cirargico, recomendacdo unanime eadrguidelinespublicados até entdo
(PACINI et al, 2006; COOPER et al, 2009; ROSARI@le2013). Tal procedimento inclui a
resseccao da glandula tireoide (parcial ou compdeam alguns casos, a retirada de linfonodos
cervicais, com o0 objetivo de remover o tumor e pass metastases regionais. Logo apos a
cirurgia, os espécimes resultantes da resseccamica sdo encaminhados para avaliacdo
anatomopatologica, onde serdo evidenciadas cdsditi®s macro e microscopicas que
determinardo o diagnostico de CPT e auxiliardo egerchinacdo prognostica. Ainda, a
classificag@o de tumores tireoidianos elaborada @ejanizacdo Mundial de Saude reconhece
uma subcategoria de variantes histolégicas do dRbefa 4) (DELLELIS et al, 2004). Os
subtipos histologicos geralmente sdo distinguidoa base em caracteristicas microscépicas
particulares, ao passo que exibem caracteristitagcas e prognosticos distintos (AL-
BRAHIM; ASA. 2006; GONZALEZ-GONZALEZ et al, 2011; HKANAFSHAR; LLOYD,
2011). Portanto, além de permitir a impressao disfita gerada apds analise citopatoldgica,
0 exame anatomopatologico € de fundamental impoegpara a identificacdo de fatores
histopatolégicos progndsticos que, em conjunto omimos aspectos clinicos, auxiliam na

determinacao da estratégia terapéutica pdés-ciréngia adequada.
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Tabela 4 — Subtipos histolégicos do carcinoma ffepl 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 bassadsstudo de Asioli e colaboradores (2013).

Apoés o tratamento cirdrgico inicial, alguns pacsnsdo submetidos a ablacdo ou
tratamento com radioiodo, que pode prolongar aestdet do paciente através da eliminacao
de remanescentes tireoidianos, de focos microse®gcesentes em linfonodos e no leito
tireoidiano e de possiveis metastases (PACINI, &0f16; COOPER et al, 2009; ROSARIO et
al, 2013). Esta conduta € beneficiada pela avigez atlulas tireoidianas neoplasicas ao
radioiodo, processo que requer expressdo e fungémars de genes responsaveis pelo
metabolismo celular do iodo. O CPT geralmente amtesprognostico clinico favoravel,
sobretudo apos terapéutica adequada (GIMM, 200ERBHAN, 2003). Segundo o programa
SEER, a taxa de sobrevida em 10 anos equivale der@é% (HOWLANDER et al, 2014). No
entanto, alguns pacientes acometidos podem evdéiiforma desfavoravel, apresentando
tumores que expandem além da cdpsula tireoidiama,cdomo metastases locais e a distancia,
contribuindo de forma significativa para pior progtico (EUSTATIA-RUTTEN et al, 2006;

HAMZANY et al, 2012; NIXON et al, 2012).

Diversas pesquisas de carater epidemiolégidoico e patologico tém focado na
identificacdo de possiveis fatores que influencaevolucédo do CPT, de modo que possibilite

a estratificacdo dos casos em um espectro de bBHxa ou muito baixo risco, possibilitando
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a definicdo de uma estratégia terapéutica otimidadeatamento e seguimento. Uma variedade
de sistemas de estratificacao de risco foi pubdicads mesmos tém sido propostos para este
fim, baseando-se particularmente na probabilidaslendrte especifica pela doenca apos o
diagnéstico inicial. Na pratica clinica, o sisterda classificacdo TNM Tumor, Node,
Metastasiy recomendada pekamerican Joint Comission on Candé&JCC) (AJCC, 2010), é
reconhecido como referéncia internacional paraadesnento do cancer de tireoide (PACINI
et al, 2006; COOPER et al, 2009; ROSARIO et al 320Qutros sistemas também se provaram
utéis, tais como o AMESAQe, distant Metastasis, Extent of disease,) 2ADY, 1998);
AGES (Age, tumor Grade, Extent of disease, BiddAY et al, 1987); MACIS distant
Metastases; Age, Completeness of surgery, Invadiextrathyroidal tissues, SizgHAY et al,
1993); NTCTCS National Thyroid Cancer Treatment Cooperative St@lgssificatior)
(SHERMAN et al, 1998); OSUQhio State Universily(MAZZAFERRI; JHIANG, 1994);
EORTC European Organization for Research and TreatmeQaofce) (BYAR et al, 1979);
dentre outros. O Apéndice A apresenta as variandizadas pelo sistema TNM.

Os aspectos clinicopatologicos ponderadogspsistemas sdo obtidos logo apos o
tratamento inicial e exame anatomopatolégico, enddo geral, sdo parametros que nao se
alteram ao longo do tempo. Contudo, a dependemdso cclinico da doenca e a resposta a
terapia adjuvante, o risco de doenca agressivaaltetar durante tllow-up. De fato, apesar
de serem constantemente adotados na pratica c¢loscsistemas de estadiamento tumoral
disponiveis sdo limitados, ndo sendo inteiramenfgzes de predizer o risco de recidiva
tumoral, que pode ser o primeiro sinal de desfat#gfavoravel. Esta condicdo € relevante
sobretudo diante de casos considerados de babooquge apresentam doenca agressiva durante
o follow-up e consequente reducéo da sobrevida. Dessa foamsan@anejo adequado do CPT,
faz-se necessario uma reavaliacdo do risco derézwis e mortalidade a medida que novos
dados sao obtidos durantéotlow-up (TUTTLE; LEBOUF, 2008). Para tanto, novos sistemas
de estratificacdo voltados para o risco de recom@éforam elaborados e publicados pela
American Thyroid AssociatiofATA), European Thyroid AssociatiodETA) e, mais
recentemente, pela Sociedade Brasileira de Endbogia e Metabologia (SBEM),
classificando os casos entre risco muito baixs@ralto de recorréncia ao incluir parametros
como ressecc¢do cirurgica, subtipo histoldgico,ltada da pesquisa de corpo inteiro (PCI) e
niveis séricos de tireoglobulina (Tg) (PACINI et2006; COOPER et al, 2009; ROSARIO et
al, 2013).
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Tanto os sistemas de avaliagdo do risco deéenegpecifica pela doenca quanto os
sistemas de avaliagdo de risco de recorréncia seidoa em analises univariadas e
multivariadas que destacaram diversos fatores psigos para o CDT, inclusive para o CPT.
Um dos indicadores progndsticos mais bem estaldelepor exemplo, € a idade do paciente
no momento do diagndstico. Desde 1925 ja4 haviaato®lda associacdo da idade com o
progndstico do cancer de tireoide (CRAVER, 192%).adtanto, o impacto deste indicador na
historia natural e prognostico da doenca somenssopaa ser enfatizado décadas depois
(CRILE; HAZARD, 1953). Atualmente, ainda que emrosttipos de cancer a idade avancada
esta geralmente associada a pior sobrevida (EAKER 2006; ALI et al, 2011; WANG, J.;
WANG, F. W., 2013), o CDT representa a Unica nesglande a idade ao diagndstico é
amplamente utilizada na pratica clinica como intlicgprognostico pela maioria dos sistemas
de estadiamento. De fato, diversas evidéncias prentes de estudos clinicos sustentam a

adocao deste critério.

Apesar de que as circunstancias que inciddme s disparidade progndstica entre as
faixas etarias ainda sejam incertas, ja foi evideltcque o tecido tireoidiano saudavel difere
entre as populag@es infantil e adulta (FAGGIANGakt2004). Além disso, o indice de
proliferacdo da célula tireoidiana normal € maioratite a infancia e apresenta niveis
decrescentes com o0 avancar da idade (SAAD et @K)20lao obstante, o CPT pediatrico
apresenta comportamento inicial mais agressivo dpuaomparado a populacdo adulta,
manifestando-se como tumores maiores, com altdéncia de multifocalidade, metastases
linfonodais e distantes e recorréncias (JARZAB; HANEWICZ-JUNAK; WLOCH, 2005;
DEMIDCHIK et al, 2006; MICCOLI et al, 2008; ITO at, 2012; MOTAZEDIAN et al, 2013;
PARK, S. et al, 2013). Apesar das caracteristigasigminantemente agressivas, o CPT
pediatrico apresenta progndstico mais favoraveh taxas de sobrevida em 10 anos entre 77-
99% (DEMIDCHIK et al, 2006; RIVKEES et al, 2011; V@MAN; CORBO; VAISMAN,
2011; PARK, S. et al, 2013). O bom progndstico Bseguente baixa taxa de mortalidade
também acompanha os pacientes adultos diagnostieatte 22-45 anos de idade (RONGA et
al, 2004; CHO et al, 2012; MAZURAT et al, 2013; YAN SHEN; SAKAMOTO, 2013),
exceto quanto a apresentacéo clinica, que gerargentolente. O efeito negativo da idade ao
diagndstico sobre o prognéstico do CPT aumentaugiagnte apos esta etapa da vida, com o
CPT manifestando-se como tumor agressivo localmewdsivo e elevada taxa de recorréncia,
principalmente a partir dos 60 anos (CHO et al, 22MIXON et al, 2012; OYER; SMITH;
LENTSCH, 2012; AMPHLETT et al, 2013; MAZURAT et &013; VERBURG et al, 2013).
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Embora seja adotado por uma parcela dasifdagdes progndsticas, o sexo do
individuo acometido pelo CPT representa um indicadoda controverso. Alguns estudos
clinicos puderam observar que pacientes do sexoulivas tendem a apresentar tumores mais
avancados e menores taxas de sobrevida em relgudouéacédo feminina (MICHELI et al,
2009; ITO et al, 2011; HSIEH et al, 2012; YANG; SMESAKAMOTO, 2013; LIANG et al,
2014). No entanto, apesar de alguns também obeenvaaior frequéncia de casos agressivos
entre a populacdo masculina, outros estudos semethado foram capazes de evidenciar
efeito progndstico independente sobre o CPT (ELISEA&I, 2010; NILUBOL; ZHANG;
KEBEBEW, 2013).

Outro indicador prognéstico ainda discutidohastoria familiar de cancer de tireoide.
Baseado em relatos de variados estudos clinicuta germanece controverso se 0 prognostico
de pacientes com histéria familiar de cancer deoitie, particularmente de CDT, difere
daqueles pacientes com doenca esporadica. Os gsfuelgugeriram papel mais agressivo para
CDT familiar observaram maior frequéncia de mutidfiidade, invaséo vascular, metastases
linfonodais e recorréncias (CAPEZZONE et al, 200%) et al, 2009; PITOIA et al, 2011,
MAZEH et al, 2012; LEE, Y. M. et al, 2014). Alémsdb, alguns relatos indicaram que
pacientes que possuiam trés ou mais membros diéafaporn CDT tinham menor sobrevida e,
consequentemente, pior desfecho (ALSANEA et al020RIPONEZ et al, 2006). Contudo,
outros estudos nao evidenciaram comportamento agaBssivo em pacientes com CDT
familiar quando comparado aos casos esporadicos<{iVIALL; HALL; FREEMAN, 2004;

ITO et al, 2008; ROBENSHTOK et al, 2011).

O tamanho tumoral representa um indicadogrpystico bastante reconhecido de
CPT. Diversos estudos clinicos evidenciaram aumgradual do risco de EET, metastase
linfonodal, metastase a distancia, recorréncia garmmpativel com o tamanho do tumor
primario (MACHENS; HOLZHAUSEN; DRALLE, 2005; NOGUGCHt al, 2008; KOO et al,
2009; VERBURG et al, 2009; KONTUREK et al, 2012; N&; SHEN; SAKAMOTO, 2013).
Contudo, apesar do excelente progndstico geralmegesentado pelos microcarcinomas,
ainda ndo h& consenso sobre 0 seu manejo, uma@esia condicdo ndo exclui a possibilidade
de doenca agressiva (NOGUCHI et al, 2008; ZHOUI,e@L2; MANTINAN et al, 2012;
PIANA et al, 2013; CHEREAU et al, 2014; GHOSSEINagt2013).

Estimativas de frequéncia de tumores papiléfanultifocais variam na literatura,
entre 18% a 87% (KATOH et al, 1992; SHATTUCK et2005; SAKORAFAS et al, 2007,
PAPAGEORGIOU et al, 2010; MAZEH et al, 2011). Esisdle clonalidade evidenciaram que
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focos tumorais podem corresponder a multiplos tesioprimarios ou a metastases
intraglandulares (SHATTUCK et al, 2005; KUHN et2012). Apesar deste aspecto vir sendo
associado a maiores taxas de metéastases linfonodaiséo vascular e recorréncia (ZHENG,
X. Q. et al, 2012; KIM, H. J. et al, 2013), o impacprognostico independente da
multifocalidade ainda ndo esta elucidado (KUO g2@13), de modo que ainda ndo é adotado

pela maioria dos sistemas de estadiamento progo8ésti

A literatura demonstra que o CPT que apresextensao além da capsula tireoidiana
geralmente esta associado com doenca agressivazadpersistente e recorrente, mesmo em
casos de extensdo minima (ITO et al, 2006; ARORAIl,e2008; CHEREAU et al, 2014;
CLAIN et al, 2014; KIM, W. Y. et al, 2014; RADOWSKZE¥t al, 2014). Possivelmente a EET
expOe o paciente a recorréncias locais e metasdadetancia e risco aumentado de morte
(NIKIFOROV; OHORI, 2012), de modo que representaparémetro amplamente utilizado

pelos sistemas de estadiamento disponiveis.

Metéastases linfonodais representam o asmpeai® comum de propagacéao do CPT,
muitas vezes presentes durante o diagnostico livigidoenca. Apesar de ndo afetar a taxa de
sobrevida diretamente, o acometimento dos linfoeodEpresenta um fator progndstico
reconhecido pelo sistema TNM e pelos sistemas aéagéio de recorréncia, sendo associados
com aumento do risco de doenca agressiva (BEASItEY, 2002; WADA et al, 2003; ITO et
al, 2007; KIM, T. Y. et al, 2008; RYU et al, 20148m contraste com a frequente invasao
linfatica intraglandular, a invasdo vascular tambgode estar presente em CPT, estando
associado com metéastases e elevada taxa de rextaménoral (GARDNER et al, 2000; MAI
et al, 2002; FALVO et al, 2005), de modo que é warametro adotado pelos sistemas de
estratificacdo de risco de recorréncia vigentesQIiRA et al, 2006; COOPER et al, 2009;
ROSARIO et al, 2013). A propagacédo hematogénicgigieoo desenvolvimento de metéstases
a distancia, que acomete 2-5% dos tumores papsifCHLUMBERGER; PACINI, 2008;
NIKIFOROV; OHORI, 2012) e resulta em pior prognéste aumento das taxas de mortalidade
e recorréncia (CLARK et al, 2005; HAQ; HARMER, 2008XON et al, 2012).

Como ja mencionado anteriormente, muitasanées histologicas do CPT e seus
respectivos comportamentos biolégicos tém sidordascna literatura e evidenciadas na
pratica clinica (AL-BRAHIM; ASA, 2006; LLOYD; BUELR; KHANAFSHAR, 2011).
Estudos clinicos também relataram significAnciapdgtica em alguns subtipos histoldgicos,
gue séo reconhecidos como variantes agressivaBPa¢@ELLELIS et al, 2004). As variantes

agressivas do CPT incluem: células altas; célutdisnares; esclerosante difusabnail e
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insular (GONZALEZ-GONZALEZ et al, 2011; SILVER et, 2011; BALOCH; LIVOLSI;
TONDON, 2013; ROMAN; SOSA, 2013). Dentre estesadante de células altas é a mais
frequente, compreendendo 4-8% dos casos de CPTHELS et al, 2007; KAZAURE;
ROMAN; SOSA, 2012). Diversos estudos populacioraservaram que a histologia da
variante de células altas esteve associada comtedsticas agressivas e de mau prognadstico,
apresentando estadio clinico mais avancado, EEAm ale altas taxas de metéstases,
recorréncias e mortalidade (SYWAK; PASIEKA; OGILVIE04; MICHELS et al, 2007; ITO

et al, 2008b; LEUNG; CHOW,; LAW, 2008; JALISI; AINS®RTH; LAVALLEY, 2010;
MORRIS et al, 2010; KAZAURE; ROMAN; SOSA, 2012). Aemais variantes agressivas
citadas, apesar de raras, também exibem, com freiquéaspectos associados com
agressividade tumoral (NIKIFOROV et al, 2001; SYWARASIEKA; OGILVIE, 2004;
FALVO et al, 2006; RUFINI et al, 2007; ASIOLI et @013). Apesar das evidéncias associando
estas variantes do CPT com aspectos clinicopatmsgile relevancia progndstica, alguns
especialistas argumentam que 0 mau prognéstidmata as variantes agressivas do CPT esta
diretamente associado com outros fatores clinicbpgicos e até moleculares (WENIG et al,
1998; MICHELS et al, 2007; SILVER et al, 2011).

De fato, avangos consideraveis na area dadd@goMolecular do cancer ocorreram
nas ultimas décadas de modo que uma série de roegsanoleculares para o diagnostico e
prognoéstico do CDT tem sido descritos e avalia@b\NCO; MATUTE; HIDALGO, 2012;
BALDINI et al, 2014). Uma vez que os principaistemas de estratificacdo de risco do CDT
ainda apresentam importantes limitacdes, a possiVigacdo de marcadores moleculares na
pratica clinica, aliados aos aspectos clinicopgtotis ja estabelecidos, inspira expectativas

para a melhoria do manejo da doenca.

2.2.2 Patogénese molecular

A oncogénese € um evento decorrente do aclhell alteracdes genéticas ou
epigenéticas que perturbam a modulacdo de procestidares fundamentais, tais como o
crescimento, a proliferacdo, a diferenciacéo, aragép e a apoptose (HANAHAN;
WEINBERG, 2000). Naturalmente, estes processossgantos fisioldogicos que contribuem
para a homeostase dos organismos multicelulareBERIOS et al, 2010). Tais processos séao

regulados a partir de complexas redes interligattasinalizacdo celular que dispéem de



36

moléculas promotoras de variadas interacfes intlaces e que sdo responsaveis por
alteracdes metabdlicas especificas e mudancas peess&o génica (MARTIN, 2003;
ALBERTS et al, 2010).

Diversos processos envolvidos na sobrevieéeelular séo regulados através de uma
via de sinalizagdo altamente conservada em eugaridtvia das proteinas cinases ativadas por
mitégenos (MAPK;mitogens-activated protein kina3e6€SCHAEFFER; WEBER, 1999).
Proteinas cinases formam uma superfamilia de esziagaladoras da funcéo celular que séo
codificadas por mais de 500 genes em células hisn@MANNING et al, 2002). Elas
desempenham a funcdo de fosforilar outras protedtrasés da transferéncia de um grupo
fosfato, geralmente a partir de uma molécula de ,A0HPa substratos proteicos presentes na
célula (PETRETTI; PRIGENT, 2005; SILVA et al, 2008endo assim, as MAPK s&o capazes
de desencadear a fosforilacdo de diversas protémi@celulares, tais como fatores de
transcricdo, cinases e outras enzimas, culminamdeventos de efeito cascata que regulam a
diferenciacdo, proliferacdo e sobrevivéncia celul@l; ELION, 2005). Quaisquer
desequilibrios que ocorram nas vias das MAPK pregu a maioria desses eventos celulares,

0 que beneficiaria o desenvolvimento e progressatadcer (DHILLON et al, 2007).

A oncogénese tireoidiana frequentamenvolve a ativacao constitutiva da via RAS-
RAF-MEK-ERK (Figura 5), uma das mais caracterizadas de sinalizacéo intracelular das
MAPK em mamiferos (CHEN, Z. et al, 2001; QIl; ELIORQO5; DHILLON et al, 2007;
MORRISON, 2012). A ativacao fisiolégica desta viansiste na ligacdo de fatores de
crescimento, hormonios e citocinas aos receptomesra-cinasesréceptor tyrosine kinases
RTKSs) presentes na membrana celular, tal como o REteracao desencadeia a dimerizagcao
e a autofosforilagéo de residuos de tirosina pteserestes receptores. As tirosinas fosforiladas
dos receptores ativados funcionam como sitios deragem para a Grbyrowth fator
receptor-bound protei2). A Grb2 € uma molécula adaptadora que formacomplexo de
sinalizacdo com o SOSdn of sevenlegsum fator de troca do nucleotideo guanina. O
complexo Grb2-SOS ativa a proteina RAS ao induziv@a de uma GDP acoplada na proteina
por uma GTP. Uma vez ativada, a RAS recruta a im®dtRAF do citoplasma a membrana
celular, permitindo a sua ativacdo apos interagiali afinidade. Este fendbmeno resulta na
interacdo e ativacao sequencial de proteinas dpassentes no citoplasnmi{ogen-activated
protein kinase kinaseMAPKK ou MEK; extracellular-signal-regulated kinas€ERK ou
MAPK). A ERK ativada migra para o nucleo da célelafosforila proteinas nucleares
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regulatorias, alterando a expressao génica e medpukividades biologicas celulares, tais como
a diferenciacgédo, proliferacéo e sobrevivéncia eelul

Figura 5 — Representacdo esquematica da via RASNRAK-ERK.
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Fonte: Adaptado de Wellbrook, Karasarides e Mded94, p. 878).

A maioria das alteracfes genéticas até extidoecidas que viabilizam a oncogénese
tireoidiana em carcinomas bem diferenciados commgie&® rearranjos estruturais que
envolvem os geneRET (RET/PTGQ e PAX8 (paired box 8/peroxisome proliferator-activated
receptor gama; PAX8/PPARe mutacdes pontuais que afetam os g&Se BRAF(GRECO
et al, 2009; BHAIJEE; NIKIFOROV, 2011; ALBAREL et,2012; PATEL, K. N., 2013).

Em relacdo ao CPT, a mutacdo BRRE tem sido apontada como a maior causa de
ativacdo constitutiva da via RAS-RAF-MEK-ERK nestgo histoldgico, comportando-se
como potente indutor de transformacdo maligna (KRAU et al, 2003; CIAMPI;
NIKIFOROV, 2005; XING et al, 2007; BHAIJEE; NIKIFOBV, 2011).
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2.3 BRAF

2.3.1 Estrutura e mecanismos regulatorios

A proteina BRAF é um membro da familia das-RAnases que é codificada pelo
geneBRAFE. O geneBRAF pertence a uma classe de genes denominados orso@garando
mutados, 0s oncogenes propiciam a transformac&@eldi&as normais em células cancerosas
(CROCE, 2008). Os primeiros genes da familia RAfarfoidentificados como oncogenes
virais. Primeiramente foi constatado que um dadmgene presente em MSV 36Itutine
sarcoma virus 361)lera capaz de induzir a transformacdo malignailkraobilastos e células
epiteliais de roedores MSF/N, sendo assim denominads-induced rapidly accelerated
fibrocarcinoma(v-raf) (RAPP et al, 1983). Posteriormente foi observade o virus aviario
MH2 (mill hill n° 2) também albergava um oncogene potenciahil) homdlogo aov-raf
(JASEN et al, 1983; JANSEN et al, 1984; SUTRAVEaEt1984). Até o presente momento
foram identificados trés proto-oncogenes funciogaescodificam RAF cinases em mamiferos:
ARAF (RAFtipo A); BRAF (RAF tipo B) e CRAF (RAF tipo C; anteriormente denominado
RAF]) (CHEN, Z. et al, 2001; BRUMMER et al, 2006; ROS8K, 2010).

O gend@RAFfoi descrito pela primeira vez em 1988 apos sattifleado em células
de uma linhagem celular de fibroblastos (NIH-3Transfectadas com o DNA de células do
sarcoma de Ewing (FUKUI et al, 1985; IKAWA et aB8B). Em humanos, 0 gene esta
localizado na posicéo 34 do brago longo do crommest (7934) (HILLIER et, 2003), sendo
composto por 18 éxons distribuidos em uma regi&o 20,622 pares de base (bp). O RNA
mensageiro transcrito a partir deste gene pos84bZ)p (BENSON et al, 2013). A proteina
BRAF é composta por 766 residuos de aminoacidos peso molecular de 94 kDa (BENSON
et al, 2013). Assim como as outras duas isoformasidnais pertencentes a familia das RAF
cinases, a proteina BRAF possui trés regides coadas (CR) (Figura 6). Proxima a regiao
amino-terminal da proteina se localiza a CR1, quenstituida de um dominio de ligacéo a
proteina RASRAS-binding domajrRBD) e um dominio rico em cisteirmagtein-rich domain
CRD). A CR2 é caracterizada por um dominio ricosemina e treonina e, quando fosforilada,
apresenta um sitio de ligacdo para a proteinaatyia 14-3-3. A CR3, localizada proxima ao
terminal carboxil, representa o dominio de proteinase, contendo um segmento de ativacao.

O dominio cinase das proteinas RAF possuem um pedoleo amino-terminal, com estrutura
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predominante de folh@-pregueada antiparalela contendo uma alca de bgaghd ATP
(adenosina trifosfato), sendo uma sub-regido meaykcina denominadR-loop, e um grande
lobo carboxi-terminal caracterizado por uma esteutithélice (CHONG; VIKIS; GUAN,
2003; LEICHT, et al, 2007; ROSKOSKI, 2010).

Figura 6 — Representacao esquematica da estrinteea las RAF cinases.

,.;?:' Activation
REBD CRD W% segment 14-3-3
A-RAF CR1 CR2 CR3 —|
B-RAF CR1 CR2 CR3
C-RAF CR1 CR2 CR3

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

De modo geral, o0s mecanismos regulatériofR@dscinases envolvem uma série de
interacdes entre proteinas, fosforilagdo, desfivadio e alteracdes conformacionais. Contudo,
apesar da semelhanca estrutural primaria, as sasrmas da proteina RAF possuem
distribuicbes teciduais e propriedades bioquimidasintas, sugerindo diferentes funcdes
fisiol6gicas para cada uma delas (CHONG; VIKIS; QUA2002; LEICHT, et al, 2007,
ROSKOSKI, 2010; UDELL et al, 2011). A isoforma A-RAsta predominantemente presente
nos Orgaos urogenitais, enquanto a C-RAF é expesss®lulas neuronais e tecidos periféricos
(STORM; CLEVELAND; RAPP, 1990). A isoforma B-RAFe&pressa predominantemente no
tecido neuronal, testiculo, melandcitos e célulamatopoiéticas (EYCHENNE et al, 1995).
Comparado as outras isoformas, B-RAF constitui & rpatente ativador da via MEK-ERK
(PAPIN et al, 1998; MERCER; PRITCHARD, 2003).

Em sua forma basal, a B-RAF é caracterizatka ipteracdo dos dois lobos amino e
carboxi-terminais, responsavel pelo controle dasigaio do sitio catalitico do dominio cinase.
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O estado autoinibitério € viabilizado pela fosfag#io dos residuos S365 e S729 da proteina,
localizados na CR2 e préximo a regido carboxi-teamirespectivamente, que permitem a
ligacdo das proteinas regulatorias 14-3-3 respemsgela estabilizacdo da interacdo entre os
lobos. De todo modo, o recrutamento da proteinaAB-Rara a membrana plasmatica pela
proteina RAS ativada caracteriza o evento inicial stu processo de ativacdo. Este
recrutamento promove a ligacdo da RAS aos domiRBP e CRD da proteina BRAF,
localizados no CR1. As interacdes promovidas peAs Riterferem na estabilidade das
ligacbes das proteinas 14-3-3 aos seus sitios,gwenmdo alteracdes na conformacédo da
proteina B-RAF e forcando-a a expor o seu domiaialitico (Figura 7). A ativagdo promovida
pelo RAS induz a fosforilagdo de varios residuospa#eina B-RAF. A fosforilagcdo dos
residuos T599 e S602, localizados dentro do segmimtativacdo do dominio cinase, €
fundamental para a atividade da proteina. Alémodiasfosforilacdo do residuo S579, que
ocorre dentro d®-loop, permite a interacao da proteina com seu subgiviE&). Ja o residuo
S446 é constitutivamente fosforilado, de modo aliagdo a outros residuos de carga negativa
(D448 e D449), contribui para a elevada atividaaeabda proteina BRAF (CHONG; VIKIS;
GUAN, 2002; LEICHT, et al, 2007; ROSKOSKI, 2010; BDL et al, 2011).

Figura 7 — Inicio da ativagéo da proteina B-RAErutamento a membrana celular pela RAS-
GTPase e exposic¢ao de sitios cataliticos.

Mitogeno

Membrana
plasmatica

Fonte: Adaptado de Leicht e colaboradores (20072@4).
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2.3.2 BRAF e carcinoma papilifero da tireoide

A ativagdo constitutiva da via de sinaliza¢®S-RAF-MEK-ERK é comum em
varios tipos de cancer. Aproximadamente 15% daglas@as humanas possuem a forma
oncogénica de proteinas da familia RAS (MALUMBRBBRBACID, 2003). Por outro lado,

o0 geneBRAFfoi estabelecido como um oncogene apo6s Helen Bavimlaboradores (2002)
relatarem diversas mutacdes somaticas ativadorgeraopresentes em um amplo espectro de
neoplasias humanas, mais predominantemente em on&an(66%). Desde entdo, uma
variedade de mutacfes pontuais identificadas ne fpedescrita (FORBES et al, 2010), quase
todas confinadas em duas regides dentro do domiimase: regido dB-loop (codificada pelo
éxon 11) e do segmento de ativagéo (codificado @etm 15). Dentre estas, destaca-se uma
alteracdo genética que corresponde a mais de 88%natacOes, caracterizada pela troca de
uma timina por uma adenina no nucleotideo 1799 (BRA*), que promove a substituicio
de uma valina por um acido glutamico no residuo @@@roteina codificada (BRXFE)
(Figura 8) (DAVIES, H. et al, 2002; GARNETT; MARAJ2004; WAN et al, 2004).

Figura 8 — Representacao esquematica da estruton@ria da proteina B-RAF, destacando a troca de
uma valina por um acido glutdmico no residuo 6(RAB'6%°5),

l V60O0E

®

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



42

Quanto ao seu mecanismo oncogénico, é impertavaliar que fosforilagdo dos
residuos S579, T599 e S602 é fundamental parautagém e atividade da proteina B-RAF
wild-type possibilitando a fosforilacdo e consequente efivada MEK (ZHANG; GUAN,
2000). A mutacdo somatica BRAE® promove a inser¢cdo de um aminoacido de carga
negativa com propriedade 4cida adjacente aos sé@gatorios da proteina codificada, de
modo que mimetiza fosforilagdo em seu segmentotidacdo. Este evento perturbaria as
interac®es hidrofébicas entréPeloop e 0 segmento de ativacdo mantidas pela forma tasal
B-RAF, permitindo a formacao de novas interacOesmantém a proteina constitutivamente
ativa, independente da ativacdo pela RAS, resutamd uma continua ativacdo da MEK
(DAVIES, H. et al, 2002; WAN et al, 2004; BRUMMER @&, 2006).

Pouco ap0s a constatacao inicial da pres#ngautacdes pontuais no gd&dRRAFem
diversos tipos de neoplasias malignas, Kimura abovhdores (2003) relataram pela primeira
vez a presenca da mutacdo BRZEF em tumores tireoidianos, particularmente em CPA. N
ocasido, foi observado que a mutacdo BFAF representava a alteracio genética mais
frequente em CPT, ndo sendo constatada a sua gaesan tumores benignos e em CFT
(KIMURA et al, 2003). Desde entdo, varios estudaaalhantes foram publicados destacando
a especificidade da mutagéo para o CPT (Tabela®)bém foi observado que, na maioria dos
casos, ndo houve concomitancia de outras mutag@eafegtam os componentes da via MAPK
em CPT (KIMURA et al, 2003; SOARES et al, 2003; XXJ,et al, 2003; PUXEDDU et al,
2004; GUERRA et al, 2014), evidenciando que cada destas alteracbes genéticas pode ser
suficiente para desencadear o processo de oncegéhesevada prevaléncia associada a
auséncia de outras alteracfes genéticas e apdicifesdade para o CPT levantaram a hipdtese
de que a mutacdo BRAFE poderia auxiliar no diagndstico de amostras citcks)
indeterminadas obtidas pela PAAF e evitar trataosenirirgicos desnecessarios em lesdes
benignas. De fato, quando a mutacéo € detectadégrpreditivo positivo para CPT € proximo
de 100% (NIKIFOROVA,; NIKIFOROQV, 2009). Contudo, &ae da alta especificidade para o
CPT, a sensibilidade é limitada uma vez que a riot8RAF°F ndo esta presente em todos
os casos de CPT, de modo que quando a amostramtvagrara a mutagdo nao é possivel
excluir malignidade. Além disso, em boa parte damsras citolégicas indeterminadas
encontram-se lesdes foliculares, incluindo CFT & @&variante folicular, que mais raramente
albergam a mutacdo BRAFE(KIM, M. I.; ALEXANDER, 2012). Portanto, apesar dkara
utilidade da mutacdo BRAFE como ferramenta diagndstica independente parsaaéial de

ndédulos tireoidianos com citologia indeterminada, pratica clinica existe necessidade de
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correlacdo com aspectos clinicos, citologicos eassbnograficos (PACINI et al, 2006;
COOPER et al, 2009; ROSARIO et al, 2013).

Tabela 5 — Prevaléncia da mutacdo BRA¥Fem diferentes neoplasias tireoidianas, obtida por
estudos contemporaneos a primeira constatacaesenma da mutagdo em carcinoma papilifero de
tireoide.

Prevaléncia da mutacdo BRA00E

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)
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 (les&o n&o investigada)

Fonte: Elaborado pela autora.

Importa destacar que alguns estudos constataresenca da mutacéo BRA®Eem
carcinoma pouco diferenciado de tireoide e CAT possuiam areas pré-existentes de CPT
BRAFY6%E positivo (NIKIFOROVA et al, 2003; BEGUM et al, 200SOARES et al, 2004,
TAKANO et al, 2007). Uma vez que pode estar present todos 0os estagios de progressao
tumoral, dos microcarcinomas papiliferos aos tusardiferenciados (NIKIFOROVA et al,
2003), foi sugerido que a mutagdo BRAIEE poderia ser um evento determinante para a
iniciacdo tumoral. Buscando compreender o papemdeacédo neste mecanismo, Knauf e

colaboradores (2005) induziram a expressdo seldivBRAF®°F em células foliculares
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tireoidianas de camundongos transgénicos (linhdgeBYN) com o uso de promotor da Tg
(Tg-BRAFV®%%5) Em camundongos com elevada expresséo da mufac@ossivel observar

0 estabelecimento precoce de lesdo maligna pagpil(l2 semanas), presenca de tumores
multifocais, areas com caracteristicas histoloégitsasélulas altas e focos de carcinoma pouco
diferenciado. Além disso, a expresséo do BEAIE esteve associada com aspectos patoldgicos
agressivos, como a presenca de invasao vascularestadituras adjacentes (KNAUF et al,
2005). Em outro estudo mais recente, foi realizadaalise do perfil de expresséo de genes
envolvidos na progressdo tumoral a partir de am®giareadas de CPT e carcinoma pouco
diferenciado coletadas de camundongos transgéigdRAF/°°E, Foi observado que os
focos de carcinoma pouco diferenciado exibiranrafiies consistentes com transi¢céo epitélio-
mesenquimal: juncdes celulares desorganizadas,essgw de proteinas mesenquimais,
remodelacdo da matriz extracelular e perda de idatde celular (KNAUF et al, 2011).
Portanto, os autores sugerem que as areas deémtifecido em camundongos Tg-BRAREE
representaram fend6meno de progressao tumoral ae hem diferenciado para indiferenciado,
uma vez que também evidenciaram a perda de exprdas@&caderina, molécula comum em
células epiteliais, e que cuja perda de expressanstderada um evento de indiferenciacdo em
tumores tireoidianos (WISEMAN et al, 2007). Alénssb, estudom vitro constataram que a
reducdo da expressdo do gene BRIkotkdowh mediada por técnica de RNA interferente
transfectado inibiu o crescimento e proliferagc&anpovido pela via RAS-RAF-MEK-ERK de
células tireoidianas neoplasicas murinicas e husngoa albergavam a mutacdo BRARE
(SALVATORE et al, 2006; LIU, D. et al, 2007), denstrando que a mutacdo ndo so participa
da oncogénese, mas também é necessaria para prameaater a progressao do CPT.

Em seguida, uma série de estudos buscoutigaes associacdo da mutacao
BRAFV69E com aspectos clinicopatolégicos do CPT. A maiatis trabalhos até entdo
publicados mostraram maior agressividade nos ceswsa presenca da mutagdo quando
comparado aos casos negativos. Neste context@msvéstudos observaram que a mutacao
BRAFV69E esteve associada & uma ou mais caracteristidasoigs/eis e de reconhecido papel
no desenvolvimento do tumor papilifero de compoetaim agressivo e pior prognéstico clinico
(Apéndice B). Duas meta-andlises mostraram assmiignificativa da mutacdo com o sexo
masculino, tamanho tumoral, metéstase linfonodalltifmcalidade, EET e estadio clinico
avancado (LI, C. et al, 2012; LIU, X. et al, 201A)ém disso, dentre os diversos subtipos
histolégicos de CPT, a mutacdo BRA¥E é frequentemente mais associada a forma classica
e a variante de células altas (KEBEBEW et al, 2007C et al, 2012; VIRK et al, 2013).
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Importante salientar que a variante de células @tpossui papel biolégico reconhecidamente
mais agressivo (GHOSSEIN; LIVOLSI, 2008), como dig#o anteriormente.

Alguns estudos também constataram assoopsgiiiva da mutacdo BRAFE com
doenga recorrente, 0 que sugere que 0s pacientesetdos por CPT com a mutagao
BRAF6%E s50 mais propensos a apresentar recidivas tuntpraigio comparados aos casos
negativos. Em estudo multicéntrico, Xing e coladoras (2005) avaliaram retrospectivamente
a relacdo entre a mutacdo BRAYE e recidiva tumoral em 219 pacientes com CPT. Adém
relatar a associacdo da mutacdo com aspectosoplatadgicos de maior agressividade
tumoral, foi observado, apdsllow-up médio de 15 meses, associagdo significativa entre
mutacdo BRAFE e recorréncia tumoral, mesmo em casos de baidéoliestlinico inicial
(I/11) (XING et al, 2005). Tae Yong Kim e colabo@és (2006) também confirmaram esta
associagdo em uma coorte de 203 pacientes comdeRignstrando estreita relagédo entre a
presenca da mutacdo e pior sobrevida livre de @oefgibsequentemente, Elisei e
colaboradores (2008) avaliaram pacientes com CPantkiumfollow-up médio de 15 anos e
constataram, por meio de andalise multivariada, menbrevida livre de doenca em casos
positivos para a mutacdo BRAR'E Estes e outros estudos que investigaram risco de
recorréncia sugerem possivel papel prognostico ukagéo BRAEE (KEBEBEW et al,
2007; PRESCOTT et al, 2012).

Apesar disto, uma parcela dos estudos até entilicados ndo encontraram a mesma
associacdo da mutacdo com aspectos clinicopatokgiesfavoraveis e recorréncia tumoral
(LIU, R. T. et al, 2005; ITO et al, 2009b; AHN éf 2012; NAM et al, 2012; PARK, H. S. et
al, 2012; PELTTARI et al, 2012; SANCISI et al, 20 BARBARO et al, 2013; GOUVEIA et
al, 2013; JING et al, 2013; KIM, Y. S. et al, 2018)nda ndo ha uma justificativa exata para a
discrepancia dos dados obtidos pelos diferentad@stmas algumas limitagées sao discutidas,
tais como: diferencas geograficas e étnicas; dmieato do estudo; numero de pacientes
incluidos; tipo de amostra tumoral coletada; elusice, 0 método de deteccdo da mutacéo
BRAF6%E gplicado (Apéndice C). Neste atual contexto, cepppognostico da positividade
para a mutacdo BRAPE ¢ controverso, indicando que ainda ha necessitaéstudos que

tragam mais evidéncias cientificas.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

= Avaliar a associagdo da positividade da mutacaamBR°Ecom aspectos clinicopatoldgicos
do CPT.

3.2 ESPECIFICO

= Determinar, retrospectivamente, a prevaléncia atagdo BRAFEem amostras de tecido
tumoral fixados em formalina e conservados em Baparafina de casos consecutivos de

CPT diagnosticados e tratados no Hospital Sdo R&akvador — Bahia.
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4 HIPOTESES

4.1 HIPOTESE NULA

= Ndo ha associacio entre a presenca da mutacdo BR2¢aspectos clinicopatoldgicos
do CPT em pacientes do grupo de estudo.

4.2 HIPOTESE ALTERNATIVA

» Ha associacdo da presenca da mutacdo BRXFcom aspectos clinicopatolégicos do

CPT em pacientes do grupo de estudo.
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5 JUSTIFICATIVA

Os atuais parametros clinicopatoldgicos disgeis ndao oferecem precisao na analise
do prognostico dos casos, gerando duvidas quamuaaejo clinico éollow-updo CPT. Nos
altimos anos, o principal esforco direcionado a hoedr o panorama de indicadores
progndésticos do cancer de tireoide tem sido o debeémento de ferramentas de analise
molecular (WEBER; ENG, 2005; GRIFFITH et al, 200 BMALLRIDGE; MARLOW;
COPLAND, 2009). Dentre os recentes avancos no dimemto da oncogénese tiroidiana, um
dos mais promissores achados neste campo foict@aracio da mutacdo BRX®Eem CPT
(COHEN et al, 2003; KIMURA et al, 2003).

E possivel que a deteccdo da mutacio BFEAFpossa servir como ferramenta
auxiliar importante na determinacdo do prognosiicdCPT. No entanto, ainda ndo esta claro
se a identificacdo da mutagdo BRAYE isoladamente, independentemente da presenca ou
auséncia de outros aspectos clinicopatolégicoss deecionar uma abordagem de tratamento
e seguimento mais especifica e intensificada (SAN@t al, 2012). As meta-analises
publicadas recomendam a realizacdo de novos esfu@osusquem evidéncias mais robustas
sobre o impacto da mutacdo BRAR¥E na evolugdo do CPT (LI, C. et al, 2012; LIU, Xa&t
2014).
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 DESENHO DO ESTUDO

Este trabalho foi um estudo retrospectiveaalte transversal unicéntrico com casos
consecutivos de CPT de pacientes tratados no lb§hb Rafael — Monte Tabor (HSR),
localizado na cidade de Salvador, Bahia, entreirdanke 2006 e Dezembro de 2012. A
instituicdo dispde de servigos de referéncia padiagnostico e tratamento do céancer de
tireoide: o Servico de Cirurgia de Cabeca e Pes¢8QLP/HSR); o Servico de Anatomia
Patoldgica e Citopatologia (SAPC/HSR); e o Serdedviedicina Nuclear (SMN/HSR).

6.2 POPULACAO DE ESTUDO

Foram selecionados pacientes consecutivosst@s respectivas amostras tumorais
resultantes de ressecc¢fes cirdrgicas da tireoidkzadas pelo SCCP/HSR, fixadas em

formalina e conservadas em blocos de parafina.

6.3 CALCULO AMOSTRAL

O célculo do tamanho amostral baseou-saxsade prevaléncia média de 56,3% da
mutacdo BRAFSE em CPT observada em recente meta-analise realigadXin Liu e
colaboradores (2014). O tamanho do universo ant@sinaiderado para o céalculo foi o nimero
de casos de CPT diagnosticados no HSR duranteiedpede 2006 a 2012 (544 casos). O
namero de casos obtidos apds calculo amostralo22#t, tendo em vista o intervalo de

confianca de 95% (IC 95%). Para tanto, foram camadhs as seguintes variaveis:

a) Tamanho da populagao (para o fator de correcaopaggéo finita ou fcpN): 544
b) Frequéncia % hipotética do fator do resultado naulagédo f): 56,3%+/-2

c) Limites de confiangca como % de 100(absoluto +/-8%)%%
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d) Efeito de desenho (para inquéritos em gripd-F): 1

6.4 GRUPO AMOSTRAL

Casos foram selecionados ap0s a pesquisactntes que obtiveram diagndstico de
neoplasia maligna da tireoide ao exame anatomdgitol (cédigo C73, segundo a
Classificacao Internacional de Doencas; CID) e estavam registrados em base de dados
disponivel em sistema eletrénico interno do SAP&HSs pacientes inicialmente elegiveis
para o estudo foram aqueles cujos laudos anatooiogabs registrados no sistema eletronico

indicavam diagndstico de CPT.

Apés a selecdo dos pacientes diagnosticanlosGPT, foi realizada a pesquisa dos
respectivos blocos de parafina contendo tecido tahfeigura 9A), bem como suas respectivas
laminas coradas com hematoxilina-eosina (HE) pregide confeccionadas na época do
diagndstico anatomopatologico (9B). Ambos, blocodaminas, estavam mantidos no
SAPC/HSR. Nas ocasides em que as laminas esta\sentas ou inadequadas para avaliacéo
e identificagdo da &rea tumoral, novas laminasriazanfeccionadas e coradas com HE. Com
intuito de confirmar o diagnostico de CPT, as lasiRlE foram submetidas a revisdes cegas
(blind review$ por dois meédicos patologistas vinculados a migéiio participante do estudo (I.
G.S; L. E.F.Jr).

Figura 9 - Tecido tireoidiano de pacientes tireotdmizados no Hospital Sdo Rafael. A: Blocos
parafinados contendo tecido tireoidiano. B: Lamic@stendo corte de tecido tireoidiano coradas com
hematoxilina-eosina.

r *ﬂy
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Somente apos a localizacdo dos blocos padidge confirmacdo do diagndstico de
CPT, foi iniciada a busca de prontuarios fisicete&ronicos dos pacientes para coleta de dados

clinicopatologicos.

6.5 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

A selecdo dos casos elegiveis para o estbddeceu aos seguintes critérios de
inclusdo: a) pacientes tratados cirurgicamente EIGP/HSR e diagnosticados com CPT pelo
SAPC/HSR; b) casos consecutivos registrados eatr@rd de 2006 e Dezembro de 2012.

Foram excluidos do estudo: a) pacientes §agnossuiam laudo anatomopatologico
registrado em sistema eletrbnico; b) pacientes m@® possuiam estadiamento tumoral
completo pela classificagcdo TNM (AJCC, 2010); asacujos blocos de parafina contendo
tecido tumoral estavam ausentes; d) pacientes cenecarcinomas papiliferos(l cm) que
nao caracterizavam subtipos histolégicos raros e n@io apresentavam caracteristicas
clinicopatologicas agressivas, incluindo estadioiab avancado (I1I/IV), EET, metédstase para
os linfonodos e a distancia; e) auséncia de amatifio do exon 15 do geB&RAF na reacdo
em cadeia da polimeras@ofymerase chain reactipnrPCR). Os casos excluidos foram

substituidos por casos subsequentes segundo degalidacao da tireoidectomia.

6.6 REVISAO DE PRONTUARIOS

As revisbes foram realizadas no SMN/HSR, iselgu protocolo previamente
elaborado e revisado por uma equipe de profissawaboradores do estudo, composta por
médicos atuantes na area de endocrinologia (H.;B. B. Jr.), cirurgia cabeca e pescoco (C.
R. A. L.), patologia clinica (I. C. S.) e medicinaclear (L. J. L. S.). O protocolo constava de
informacdes consideradas relevantes para o diago@kt paciente acometido pelo CPT, bem
como aspectos clinicopatolégicos (Apéndice D). Bastudo foram consideradas os seguintes
aspectos: idade ao diagnéstico; sexo; histérialimsubtipo histolégico; tamanho da lesao
tumoral; multifocalidade; invaséo vascular; EETeganca de tireoidite de hashimoto (TH);
metastase linfonodal e a distéancia e estadiamemioral. O estadiamento tumoral estabelecido
foi baseado na 72 edicao do sistema de classiticBg#/AJCC (AJCC, 2010). Com base nas
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informacgdes coletadas, todos os pacientes forassifitados quanto ao risco de recorréncia
tumoral de acordo com os protocolos elaboradosbéicados pela ATA e pelo Consenso
Brasileiro (COOPER et al, 2009; ROSARIO et al, 2013

O preenchimento do protocolo de revisao éalizado em papel pela mestranda
juntamente com dois alunos de iniciacdo cientifda F. S. M.; V. M. S. L.), treinados e
orientados por um médico endocrinologista (J. . @s protocolos revisados foram entéo
numerados a fim de manter em sigilo a identidadesqeé dos pacientes e em seguida
armazenados em caixa-arquivo localizado no Labaoatte Estudo da Tireoide, sitiado no
Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade FédarBahia (LET/ICS). Os dados coletados
foram inseridos no programa de pacote estatiSIR8S Statistics for Windows, Version 22.0

(IBM, Armonk) para posterior analise estatistica.

6.7 AMOSTRAS TUMORAIS

Uma vez localizados os blocos de tecido paadb dos pacientes e suas respectivas
laminas coradas em HE, foi realizada a identifioadd 4rea tumoral por marcacgéo direta na
lamina corada (Figura 10). Para obtencdo das aasodinmorais, foram realizadas
microdissecc¢des dos blocos selecionados por unttéem Anatomia Patoldgica vinculado a
instituicdo participante. Foram realizados pelmige quatro cortes histolégicos sequenciais
de 10 um de espessura para cada caso/bloco. Asakuicontendo as microdissecgdes foram
encaminhadas aos médicos patologistas, onde foolmepostas as suas correspondentes
laminas HE com areas tumorais previamente marcAda®meas de tecido tumoral foram entédo
sobremarcadas e dissecadas manualmente com nawdbaartaveis e estéreis (Leica
Biosystems, Alemanha) e transferidas para teppgndorf§1,5 ml) previamente autoclavados
eidentificados, resultando em duas amostras tumpeaes cada cagduplicata) Em casos de
multifocalidade, apenas foram coletados, para ssmatis focos de maior extensao (mm). Para
o0 inicio do estudo molecular, as amostras aconthdas nos tubosppendorfdoram entao
transferidas para o LET/UFBA.
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Figura 10 — Demarcagdo manual da area tumoralia garcorte de tecido tireoidiano corado
com hematoxilina-eosina.

Fonte: Elaborado pela autora.

6.8 ANALISE DA MUTAGCAO BRAFV600E

6.8.1 Extracdo do DNA gendmico

A etapa de extracdo de DNA genbmico das aass$tmorais foi precedida por
tratamento prévio que consistia na retirada dafipardo tecido tumoral (CARVALHO et al,
2010). ApoOs o processo de desparafinizacdo, acgéxtrde DNA foi realizada seguindo
protocolo do fabricante d®uregene Core Kit BMaryland, QIAGEN Sciences). Dois
microlitros da amostra foram utilizados para deteagdo da pureza (A260/A280) e
concentracdo de DNA em pdutilizando Nano Espectrofotdmetro KASVI Modelo 3R002
(KASVI, Curitiba). As amostras de DNA foram estoaadem freezer a -20°C até o inicio da

analise molecular.

6.8.2 Reacédo em cadeia da polimerase

O segmento genémico do exon 15 do dgdRAFfoi amplificado através da técnica

convencional PCR. Antes da padronizacdo da PCReftlizado o desenho dgsimers
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descritos por Kimura e colaboradores (2003), que s@mplementares as sequéncias
nucleotidicas anterior e posterior (alvos goisners sense antisenserespectivamente) ao
exon 15 do genBRAF (Figura 11) descrito na sequéncia referéncia disponiveGeabank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), banco deakde sequéncias genéticas disponivel no
National Center for Biotechlogy Informatio(NCBI), sob o cddigo NG 007873.3 . A
padronizacao da técnica foi realizada atentandogmseguintes variaveis: quantidade de DNA
molde; concentracdo d@simers temperatura de pareamento gwsners concentracdo do
reagente cloreto de magnésio (M@ numero de ciclos, em termocicladeriti 96 Well
(Applied Byosistem, Foster City). O segmento gem@mie interesse do gemRAF foi
amplificado utilizando 5-100 ng/ml de DNA genom#m volume total de 20l contendo 7,5
pmol deprimers sense antisensélnvitrogen, Carlsbad), 10d de dNTPs, 2,0 mM de Mggl
PlatinumTaq DNA polimeraséiigh fidelity, tamp&o e agua de PCR (Invitrogen, Carlsbad).
Apos padronizacdo, a PCR passou a ser realizatta di&xs seguintes condi¢cbes: uma etapa de
desnaturacao inicial em 95°C por 5 minutos, segd@&&5 ciclos de 95°C por 30 segundos,
temperatura de anelamento de 58°C por 30 seguntdosperatura de extenséo de 72° C por

45 segundos, e, por fim, uma etapa de extensdairaminutos a 72°C.

Figura 11 — Sequéncias dmsmers sense antisenseselecionadas para amplificacdo do exon 15 do
geneBRAF. Mais abaixo, trechos realgados em azul represeatacalizacdo das sequéncias de
primersem relacdo ao exon (realgado em marrom).

Primer Sequéncia (5" - 37) pb*
Foward (sense) AALACTCTTCATAATGCTTGCTCTG 24
Reverse (antisense) GGCCAAAAATTAATCAGTGGA 22

176281 tagaaattag atctcttacc tfiLiSdaedagr it iaad - Masadatagy aaaatgagat
176341 ctactgtttt cctttactta ctacacctca ghlfidjaqdgiada i -Caad=CIa 4]

1784081 EE ELE : aE

178461 [ $iwy gtaagaattg aggcta‘tttt o
178521 o p -ctgagatg ctgctgagtt actagaaagt cattgaaggt ctcaactata
1768581 pgtattttcat agttcccagt attcacaaaa atcagtgttc ttatttttta tgtaaataga
176641 ttttttaact tttttcttta cccttaaaac gaatattttg aaaccagttt cagtgtattt

Fonte: Elaborada pela autora.
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6.8.3 Eletroforese em gel de agarose

A fim de visualizar o padrdo das bandas altida PCRamplicon3, as amostras
amplificadas foram submetidas a eletroforese erdegagarose a 1,5% utilizandtiraPure™
Agarose(Invitrogen, Carlsbad,) diluido em tamp&o Tris/&ofEDTA (TBE) 1X Ultrapure™
TBE Buffer Invitrogen, Carlsbad) contendo 0,1ul/miSkr Safe DNA Gel Sta{invitrogen,
Carlsbad), submetido em corrente de 90v por 45 toénem sistema de eletroforese horizontal
(Loccus Biotecnologia, Modelo LCH 13x15, Cotia)s@esso da PCR foi determinado com a
visualizacdo de bandas unicas contendo 231 pareasgeno transluminad&afe Imager 2.0

Blue Light(Invitrogen, Carlsbad) (Figura 12).

Figura 12 — Visualizag@o das bandas amplificadastle amostras apos PCR. A densidade da banda
reflete as concentracgdes relativas de DNA ampdifica

Marcador de
peso molecular

:

300 pb
200 pb

4 5 6 9
100 pb 1 %Z2% 3 7 8 ]

Fonte: Elaborada pela autora. Legendas: B: Brdulaol); Pb: pares de base.

Em casos de auséncia de amplificacdo do &#¥aito gendBRAF foram realizadas
novas extracoes do DNA genOmico a partir das aa®s$timorais previamente armazenadas
(duplicatag. Visando a obtencdo de amostras contendo DNAyrimte de boa qualidade, as
etapas de reextracdo foram realizadas seguindocptos dos fabricantes dplAamp FFPE
Tissue Kit(Maryland, QIAGEN Sciences) ReliaPreg™ gDNA Miniprep Syster(Madison,
Promega), especificos para extracdo de DNA a pdeirtecidos parafinados. Apds as
reextracdes, as amostras foram submetidas as metapas de andlise da mutacio BRA¥E
anteriormente descritas. Diante da auséncia deifasapfio, 0s casos respectivos as amostras

ndo amplificadas foram excluidos do estudo.
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6.8.4 Sequenciamento direto

Os ampliconsforam sequenciados para a confirmacdo da presgamgautacao
BRAFV9E para tanto, estas amostras foram purificadasartdo colunas dBurelink Quick
PCR Purification Kit(Invitrogen, Carlsbad), seguindo protocolo do fedmie, e em seguida
levados para reacdo de sequenciamento direto eraspldilizando 2,5 pmol dgsrimers
(fowardereverse e reagentes ddigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing(Kivitrogen,
Carlsbad). A precipitacdo da reacédo de sequenctanienrealizada utilizando solugcéo de
isopropanol 70% e com a adicéo ldeDi ™ Formamide(Applied Biosystem, Foster City).
Apoés a reacdo, as amostras foram injetadas no rsggder automatico multicapilakBI
PRISM XL3130 Genetic Analyzgkpplied Biosystems, Foster City), presente naagbtema
de sequenciamento do ICS/UFBA.

As sequéncias de nucleotideos obtidas deazadatra foram visualizadas através de
eletroferogramas gerados pelo sequenciador, utdzao programaBioEdit Sequence
Alignment Editor(HALL, 1999). A similaridade das sequéncias foi fomnada utilizando o
programa Basic Local Alignment Search Too{BLAST), disponivel pelo NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/). A positividaeda mutagdo BRARE foi confirmada
com a presenca da alteragédo T1799A em heterozagose homozigose nos eletroferogramas

avaliados (Figura 13).

Figura 13 — Eletroferogramas apresentam trechgegglgéenciamentos denplicons A: Auséncia de
substituicdo nucleotidida, caracterizando um aioptifowild-type B: Presenca de dois picos
nucleotidicos (heterozigose) na posicéo 1799 (TAY.99

Fonte: Elaborado pela autora.
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6.9 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis categoricas foram apresentadidigando numeros e porcentagens,
enguanto as variaveis continuas foram apresentditiaando médias e desvio padréo. Para a
comparacéo dos aspectos clinicopatoldgicos dosmtasi e a presenca da mutacdo BRXFE
em seus respectivos tumores, foram utilizados teTaesy? e Teste Exato de Fisher para os
dados categoricos e o0 Test T de Student para assdamhtinuos, cujas distribuicbes de
normalidade foram confirmadas através do Teste iBh#yilk. Foram realizadas analises
univariadas (Teste d@ e Teste Exato de Fisher) para avaliar as as€@msantre 0s aspectos
clinicopatolégicos avaliados e a presenca da motdBRAF/®°E do CPT, além da
estratificacao inicial de risco de recorréncia selguprotocolos do Consenso Brasileiro e da
ATA. Regresséo logistica multivariada foi realizgura identificar possiveis associacdes
independentes. Foram incluidos no modelo de refpesxias as associacdes significantes
observadas nas andlises univariadas. Valoresdds ratio (OR) foram determinados para
investigar a intensidade das associacdes. A signifia entre tais associacoes foi baseada no
valor dep < 0,05, determinado com intervalos de confianga5#é.9A analise dos dados foi
realizada utilizando o programa de pacote est@tiS#SS Statistics for Windows, Version 22.0
(Armonk, IBM)

6.10 ASPECTOS ETICOS E FINANCEIROS

Este trabalho foi executado de acordo comraa 196/96 da Comissao Nacional de
Etica e Pesquisa (CONEP), sendo aprovado pelo €afsitttica em Pesquisa da Escola de
Enfermagem da Universidade Federal da Bahia (UFRB&s submisséo do projeto no sistema
eletronico da Plataforma Brasil, base nacionaliftcada de registros de pesquisas envolvendo
seres humanos (Anexo A). Apos analise do projeteri@icacdo da aprovacdo do estudo pelo
CEP/UFBA, a participacdo do Hospital Sdo Rafael donsentida pela Diretoria Médica
instituicdo (Anexo B).

Este trabalho foi financiado pela Fundacaéuigaro a Pesquisa no Estado da Bahia
(FAPESB), através do Edital de Apoio a Projeto®dsquisa do Estado da Bahia (Termo de
Outorga: n® APP0040/2011).
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7 RESULTADOS

7.1 SELECAO DO GRUPO AMOSTRAL

A Figura 14 apresenta o fluxograma compleds dtapas de sele¢do do grupo

amostral.

Figura 14 — Fluxograma da sele¢&o do grupo amostral

Casos de CPT identificados em
pesquisa de banco de dados

(M = 544)

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

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

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

f—+ Casos que ndo passuiam estadiamento tumaoral completo [TNMSAICC) (N = 53} ]
I 408 casos ]

l—-| Selecdo de casos consecutivos (N = 224) |

224 casos consecutivos de CPT
u.-h-r.iu:n.a:h:.-\. P lE"'\-rl.lliliil

I

135 amostras tumorais
coletadas

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

| 43 casos de cPT avaliados |

Quinhentos e quarenta e quatro pacienteadtvate diagnosticados com CPT no
periodo entre 2006 a 2012 foram identificados reqpisa em sistema de banco de dados
eletrénico do SAPC/HSR. Laudos contendo dadoseawrfes a avaliacdo anatomopatologica
dos tumores de 7 pacientes ndo estavam dispomivaistema, tornando 0s casos inelegiveis
para o estudo. Com intuito de avaliar tumores cdimente relevantes, 144 casos de
microcarcinomas papiliferos de baixa agressividamédentalomas) foram excluidos. Blocos
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de parafina contendo tecido tumoral de 32 paciemdiesforam localizados, inviabilizando a
inclusdo destes pacientes no estudo. A revisdoatgyarios fisicos e eletronicos dos 461
pacientes restantes constatou auséncia de estadaimeoral completo (TNM/AJCC) em 53
casos, restando 408 pacientes elegiveis paradoefiastes 408 casos, 224 casos consecutivos

foram selecionados para integrarem o grupo amostral

Foram coletadas amostras tumorais de 135scemtuidos no estudo (60,2%;
135/224). Contudo, mesmo apoés a aplicacdo dassetlepeeextracdo com &#s especificos
para tecido parafinados, as amostras de DNA gemdextaidas mostraram-se inadequadas
para a realizagdo da analise molecular para a ima@ios casos elegiveis para o estudo (68,1%;
92/135). Embora fossem obtidas amostras com baaetracdes de DNA (>100ng/mL) e
razdes A260/280 consideradas adequadas (1.8 @@ constatados baixo rendimento e
excessiva degradacao do DNA obtido apds as exsdEd@gira 15), resultando na amplificacao
ineficiente do exon 15 do geB&RAF para estas amostras tumorais. Dessa forma, soffieente
possivel realizar a andlise da mutagdo BEAE em amostras tumorais de 43 pacientes
(31,9%).

Figura 15 — Perfil eletroforético de DNA extraidpaatir de tecido parafinado (5-14) em
comparacao ao DNA extraido a partir de tecido tré3e4) previamente armazenado no LET/ICS.

12 .34 5.6 78 9 101112131415

7.2 DADOS CLINICOS E PATOLOGICOS GERAIS

A Tabela 6 apresenta as caracteristicacalire patolégicas gerais dos 43 pacientes

incluidos no estudo.



Tabela 6 — Caracteristicas gerais dos pacientkgdos 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 ano: 29 (67,4)
> 45 anos 9(21)
> 60 anos 3(7)
Sexo
Masculino 3(7)
Feminino 40 (93)
Historia familiar 6 (14)
Dados histopatologicos
Subtipo histolégico
Forma classica 32 (74,4)
Variante folicular 8 (18,6)
Variante de células alta 1(2,3)
Variante oxifilica 1(2,3)
Variante trabeculal 1(2,3)
Tamanho tumoral (mm)
Média = DP 19,23 +11,36
Amplitude 5-50
<10 mm 11 (25,6)
>10 mm 32 (74,4)
<20 mm 21 (48,8)
21 -39 mn 7 (16,3)
>40 mm 4(9,3)
Tireoidite de Hashimoto 17 (39,5)
Multifocalidade 23 (53,5)
Invasao vascular 3(7)
Extensao extratireoidiana 3(7)
Metéastase linfonodal 18 (41,9)
Metastase a distancia 2(4,7)
Estadiamento Tumoral (T)
T1 26 (60,5)
Tla 11 (25,6)
T1lb 15 (34,9)
T2 10 (23,3)
T3 7 (16,3)
T4 -

Continuacao na proxima pagina.
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Tabela 6 — Caracteristicas gerais dos pacientkgdons no estudo (continuagao).

Caracteristicas N (%)
(Total = 43)
Estadiamento (N)
NO 25 (58,1)
Nla 11 (25,6)
N1b 7 (16,3)
Estadiamento clinico (TNM)
171 37 (86)
11\ 6 (14)

Risco de recorréncia
Consenso Brasileiro

Muito baixo 5(11,6)
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 média de idade ao diagndstico observadgrmpo de estudo foi de 37,04 + 13,58
anos, com pacientes variando entre 12 e 78 angxdsente estudo, 34 pacientes (79%) tinham
idade inferior a 45 anos, enquanto 9 pacientes )2ib#tam 45 anos ou mais. Cinco pacientes
(11,6%) eram menores de 21 anos, 29 (67,4%) tirdrdne 22 e 44 anos e outros 3 pacientes
(7%) tinham idade igual ou superior a 60 anos. ElacBo ao sexo dos pacientes, a maioria
pertenceu ao sexo feminino (93%), enquanto apera&xsrB do sexo masculino (7%). Seis
pacientes (14%) apresentavam historia familiar &lecer de tireoide em, pelo menos, dois

parentes de primeiro grau.

Todos os pacientes incluidos no estudo faalbmetidos a tireoidectomia total. Em
relacéo aos subtipos histolégicos apresentadosyefclassica do CPT foi a apresentagdo mais
frequente (74,4%), seguida da variante folicul&&%). Variantes raras foram observadas em
3 pacientes (7%) do grupo de estudo, que consiireasos de variante de célula altas (1),
variante oxifilica (1) e variante trabecular (1)s @amanhos dos tumores papiliferos
apresentados pelos pacientes variaram entre Snalfdetros (mm), sendo observada média
de 19,23 + 11,36 mm. Destes, 11 (25,6%) representanicrocarcinomas, enquanto 32

tumores (74,4%) apresentaram tamanhos maioresOgomrnl Quanto aos tumores maiores de
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10 mm, 21 (48,8%) casos eram menores ou iguaisman207 (16,3%) tinham entre 21 a 39
mm e 4 casos (9,3%) eram maiores que 40 mm. Dd@acom a classificagdo TNM, a maioria
dos pacientes foi categorizada como casos T1 (§0&#do estes 11 casos Tla (25,6%) e 15
casos T1lb (34,9%). Dez pacientes (23,3%) represamtaasos T2 e 7 pacientes (16,3%)
receberam a classificagdo T3. Nao houve pacient@ssificados como T4. Achados
compativeis com TH foram observados em 17 casq5%@9 Vinte e trés pacientes (53,5%)
apresentaram multiplos focos tumorais intratiremids, sendo 2 casos (4,7%) de
multifocalidade unilateral e 21 casos (48,8%) datéialidade. Invaséo vascular foi observada
em 3 casos (7%), assim como EET. Foi constatadesamca de metastases para os linfonodos
cervicais em 18 pacientes (41,9%), sendo 11 (25¢t8%$ificados como casos Nl1la e 7 (16,3%)

como N1b. Apenas dois casos (4,7%) apresentaraastases a distancia (pulmao).

Seis casos (14%) possuiam estadio clinicocgad (I1I/IV) e consequente elevado
risco de mortalidade em comparacdo aos casos adiestinico I/ll (86%). Em relacdo ao
risco de recorréncia, 24 pacientes (55,8%) aprassntrisco baixo ou muito baixo de acordo
com protocolo elaborado pelo Consenso Brasileimguanto que 19 pacientes (44,2%)
representavam pacientes de risco intermediério ltmude recorréncia. Quando avaliados
conforme o protocolo da ATA, em contraposicao &sifecacdo do Consenso Brasileiro, a
maioria dos casos representava pacientes de risgmniediario ou alto risco de recorréncia

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

O Quadro 1 apresenta os pacientes com estetia clinico avancado (l1l/1V) e suas
respectivas categorizacdes de acordo com a ctaggibh TNM/AJCC, bem como 0s casos
classificados como risco intermediario ou alto deorréncia tumoral de acordo com o
Consenso Brasileiro e a ATA e o0s principais achagies basearam as suas respectivas
classificagBes. Foi observado que entre os casalsedscidos com estadio clinico baixo (I/11),
9 (22/28) possuiram risco intermediario e 6 poasuirisco alto de recorréncia segundo o
Consenso Brasileiro. Por sua vez, 18 e 4 casostddie clinico baixo apresentaram risco de
recorréncia intermediario e alto, respectivametéeacordo com a ATA. Entre os pacientes
com estadio clinico avancado (Il/1V), foi estimanhicialmente baixo risco de recorréncia
tumoral apenas para um caso (Caso 1; TlaNlaMOacadelo com o Consenso Brasileiro.
Enquanto isso, apenas um caso com estadio climaswado foi classificado, no momento do

diagndstico, como risco baixo de recorréncia segandTA (Caso 3; T3NOMO).



Quadro 1 — Pacientes com estédio clinico avanddd®’ e/ou com risco intermediario ou alto de ce@ncia tumoral

Estratificacdo de risco de

mortalidade Estratificacao de risco de recorréncia tumoral
TNM/AJCC CONSENSO BRASILEIRO ATA
Caso| Classificacao Estadio clinico | Classificacap Principal achado Classificacdp Principal achado
1 TlaN1laMO [l Baixo — Intermediarig Meta LN
2 T2N1aMO 1] Intermediarig Invaséo vascular Intermediarig Invaséo vascular
3 T3NOMO 11 Intermediarig Tumor > 4cm Baixo —
4 T3NOMO 1] Intermediarig Invaséo vascular Intermediarig Invaséo vascular
5 T3NOMO 11 Alto RCI Alto RCI
6 T1bNOM1 Il Alto Meta DT Alto Meta DT
7 T2NOM1 Il Alto Meta DT Alto Meta DT
8 T3N1bMO I Alto > 10 LN acometidos Intermediarig Meta LN
9 T3N1aMO 1] Intermediarig pT3; 1-3 LN acometidos Intermediarig Meta LN
10 T3NOMO I Alto RCI Alto RCI
11 T2N1bMO I Intermediariq pT2 (2-4 cm); 1-3 LN acometido| Intermediarig Meta LN
12 T2N1bMO I Intermediariq pT2 (2-4 cm); 1-3 LN acometido| Intermediarig Meta LN
13 T1bN1aMO I Baixo — Intermediarig Meta LN
14 T1bN1aMO I Alto RCI Alto RCI
15 T2NOMO I Intermediarig Invaséo vascular Intermediarig Invaséo vascular
16 T2N1aMO I Alto > 10 LN acometidos Intermediarig Meta LN
17 T3NOMO I Intermediarig pT3 (2-4 cm) Intermediaria  pT3 (EET minima)
18 T1bN1bMO I Intermediarig Variante de células altas | Intermediarig Variante de células altg
19 T1bN1bMO I Intermediarig 4-10 LN acometidos Intermediarig Meta LN
20 T1laN1bMO I Intermediarig 4-10 LN acometidos Intermediarig Meta LN
21 T1bN1bMO I Intermediarig Captacdao cervical ectopica | Intermediario Meta LN

Continuacdo na proxima pagina.
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Quadro 1 — Pacientes com estadio clinico avangdt¥’) e/ou com risco intermediario ou alto de oceéncia tumoral (continuacao)

64

Estratificacdo de risco de
mortalidade Estratificacao de risco de recorréncia tumoral
TNM/AJCC CONSENSO BRASILEIRO ATA
Caso| Classificacao Estadio clinico | Classificacap Principal achado Classificacdp Principal achado
22 T1bN1laMO I Baixo — Intermediérig Meta LN
23 T1aNOMO I Muito baixo — Intermediérig Meta LN
24 T1bNOMO I Intermediério Tumor >4 cm Baixo -
25 TlaNlaMO I Baixo — Intermediérig Meta LN
26 TlaNlaMO I Baixo — Intermediérig Meta LN
27 TlaN1laMO I Baixo — Intermediério Meta LN
28 TlaNl1laMO I Baixo — Intermediério Meta LN
Legenda:
EET: Extenséo extratireoidiana Lhihfonodos Meta DT: Metastase a disii Meta LN: Metastase linfono(

RCI: Ressecc¢ao cirurgica imcompleta

lal
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7.3 MUTACAO BRAF/S0°EE ASPECTOS CLINICOPATOLOGICOS

A prevaléncia da mutacdo BRAFE nas amostras tumorais amplificadas e
sequenciadas no grupo de estudo foi de 65,1% (R&43pacientes foram divididos em dois
grupos de acordo com a presenca da mutacdo BREFA associacdo entre a mutagdo e os

aspectos clinicopatoldgicos apresentados pelosdi@mes estdo sumarizados na Tabela 7.

Tabela 7 — Associacdo entre a mutacdo BR®BFe aspectos clinicopatolégicos dos pacientes

do estudo.
Variaveis BRAFV600E (-) BRAFV69E (+)  Valordep
(n =15) (n=28)
Idade ao diagndstico 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 0,008r
Sexo 0,54%
Feminino 15 (100) 25 (89,3)
Masculino - 3 (10,7)
Histéria familiar (+) 1(6,7) 5(17,9) 0,403
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 0,497
Multifocalidade (+) 7 (46,7) 16 (57,1) 0,512
Unilateral 1(6,7) 1(3,6)
Bilateral 6 (40) 15 (53,6)
Auséncia 8 (53,3) 12 (42,9)
Invaséo vascular (+) 1(6,7) 2(7,2) 1
Extensao Extratireoidiana (+) - 3 (10,7) 0,54%
Tireoidite de Hashimoto (+) 10 (66,7) 7 (25) 0,008
Metéastase Linfonodal (+) 7 (46,7) 11 (39,3) 0,75%
Metastase a distancia (+) 1(6,7) 1(3,6) 1

Continuacao na proxima pagina.
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Tabela 7 — Associacdo entre a mutacdo BR®BFe aspectos clinicopatolégicos dos pacientes
do estudo (continuacgao).

Variaveis BRAFV600E (.) BRAFV60E (+)  Valor de p
(n=15) (n=28)
Estadio clinico (AJCC/TNM) 0,095
I 13 (86,6) 21 (61,8)
I 2(13,3) 1(3,6)
1 - 6 (21,4)
v - -
Risco de recorréncia tumoral
Consenso Brasileiro 0,78%
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 0,368
Baixo 5(33,3) 12 (42,9)
Intermediario 9 (60) 11 (39,3)
Alto 1(6,7) 5(17,9)

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

A partir da andlise entre os grupos foi olms@p que os pacientes BRYRPE
positivos possuiram idade mais avangada quando avaohp ao grupo BRAEE
(40,96 £13,69s29,73 £10,18P = 0,008). Quando avaliado de forma categoricatailouicao

por faixas etarias (Tabela 7), diferenca estasissignificativa entre 0os grupos positivo e

negativo

negativo para a mutacdo BR¥PE foi encontrada em relacdo a idade ao diagndstico d
paciente P = 0,024). Assim como as meédias observadas, asénetps relativas para cada
faixa etaria demonstraram que os pacientes B®AFpositivos apresentaram idade mais
avancadaX 45 anos) quando comparado aos casos negativd®433,0%), incluindo os
Unicos trés pacientes com mais de 60 anos. Par lawuto, houve frequéncia baixa da mutacao
BRAF'®%%Eentre os pacientes21 anos (1/5 casos), sendo apenas um paciendefaigstetaria

pertencente ao grupo BRAFEE positivo (3,6%).

Embora nenhuma significAncia estatisticadesitio observada em relacédo ao sexo e
historia familiar de cancer de tireoide dos pa@sntodos os individuos do sexo masculino e a
maioria dos pacientes com histdria familiar de eéde tireoide pertenceu ao grupo BRE¥®

positivo (3/3 e 5/6 casos; respectivamente).
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Em relacdo as caracteristicas anatomopatal$gios tumores, os Unicos casos de
variante oxifilica (1) e variante trabecular higante (1) possuiam a mutagdo BRE¥E
(Figura 16), mas nao foi constatada a presencautizcao na Unica variante de células altas. A
forma classica do CPT foi igualmente predominanteeens grupos negativo e positivo para a
mutacdo BRAESE enquanto que os casos de variante folicular cdrav@am-se no grupo de
tumores BRARSE negativos (33,3%s10,7%). Contudo, ndo houve diferenca estatistitra e

0s grupos BRAFE positivo e negativo no que diz respeito ao subtipmldgico P = 0,189).

Figura 16 — Visualizac&do por microscopia éptica\gasantes raras e CPT classico BREEF
positivos. A: Variante trabecular hialinizante;\Bariante oxifilica (oncocitica); C: Forma classica.
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Quando avaliadas as médias de tamanho turdoglgrupos, nao foi observada
diferenca estatistica (Grupo BR¥RE positivo: 20,1 + 12,3%s Grupo BRAF®%E negativo:
17,6 +9,51P =0,497). O grupo BRAYEpositivo, embora néo estatisticamente signifigante
apresentou maior frequéncia de casos com invasaalhea (7,1%s6,7%;P = 1), EET (10,7%
vs0%; P = 0,541) e multifocalidade tumoral (57,2%46,7%;P = 0,512), inclusive com mais
casos de bilateralidade em relacdo ao grupo BRAFnegativo (53,6%vs 40%). Houve
diferenca estatistica significativa na distribuiclis casos de CPT associados a TH entre os
grupos, sendo a sua presenca observada com nwugriga entre 0os casos negativos para a
mutacéo (25%s66,7%; P = 0,008).

A maioria dos pacientes que apresentaramstasies para os linfonodos cervicais
pertenceram ao grupo BRAFE positivo (11/18 casos), no entanto, ndo foi olmsay
diferenca estatistica entre os grupos BIAF positivo e negativo em relacdo a prevaléncia
deste achado (39,3%s 46,7%;P = 0,751) (Tabela 7). Os Unicos dois casos de tasEs
distancia foram igualmente distribuidos entre aggs positivo e negativo para a mutacao
BRAFV6OOE.

Ao final, todos os casos com estadio climicancado (I1I/IV) pertenceram ao grupo
BRAFV69E positivo. Em relagéo a classificagio de riscoed®méncia tumoral, houve maior
concentracdo de casos com risco intermediario touda recorréncia no grupo BRAREE
positivo quando comparado ao grupo BREFE negativo (46,4%s 39,9%;P = 0,787), de
acordo com o Consenso Brasileiro (Tabela 7). Popodado, houve prevaléncia elevada casos

com risco intermediario ou alto, segundo a ATAj@uts casos BRAEE

negativos (66,7%
vs 57,2%;P = 0,537). Contudo, ndo foram observadas difereagtisticas entre os grupos

BRAFV69E positivo e negativo (Tabela 7).

Com o propdsito de compreender a relevanoignstica da mutacdo BRA®Eem
relacdo aos aspectos clinicopatoldgicos do CPT, cmmo identificar possiveis associacdes
independentes, foi realizada analise multivariaelaegressao logistica envolvendo apenas as
associagoes que foram significativas (valorRle 0,05) na Tabela 7. Para tanto, foram
realizados ajustes para varios fatores prognéstiems a literatura tem associado com o

desfecho clinico avaliado (Tabela 8).
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Tabela 8 — Andlises univariada e multivariada d@eiagdo da mutagdo BRXE com
aspectos clinicopatoldgicos do CPT.

Mutacdo BRAFV600E
Analise univariadaP Anélise multivariada

Variaveis ORbruto | IC 95% | Valor dep | OR ajustadg IC 95% | Valor dep
ldadeT

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

> 45 anos 1,47 1,14-190 0,014 1,87 0,11-3,40 0,998
TH1 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 Hasito, invasdo vascular, EET, metastase
linfonodal e metastase a distancia.

. Ajustado por idade, tamanho tumoral, EET e masé&slinfonodal

A Tabela 8 apresenta associa¢des observatiasagresenca da mutacio BRXEE
e idade ao diagnoéstice @1 anos & 45 anos) e achado de TH associado ao tumor mapilif
Em relacédo a idade ao diagndstico igual ou infexidl anos, a associacdo negativa observada
na andlise univariada também foi apresentada nbsanaultivariada (OR: 0,10 e 0,09,
respectivamente). No entanto, ndo houve signifieéestatistica na associacdo negativa apos
andlise multivariadaR = 0,078), evidenciando possivel interacdo de cutiflores nesta
associagdo. Houve associagao positiva entre idaaé ou superior a 45 anos (OR: 1,47), mas
a associacado também perdeu significancia apésistegjda anélise multivariada € 0,998).
Em relacdo a associacdo entre a presenca da mBRg&E/°°F e TH associada ao tumor, a
associacado negativa observada na analise univapeaaneceu significativa apos analise
multivariada P = 0,024), evidenciando o efeito protetor indepateldesta comorbidade sobre
a mutacdo BRAPYE(OR: 0,14).
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8 DISCUSSAO

Na pratica clinica, tecidos provenientes @sseccdes cirdrgicas podem ser
congelados, mantidos a fresco ou estabilizadosuworfixador que assegura a preservacao da
arquitetura tecidual e morfologia celular. Dentsediversos tipos de fixadores utilizados na
rotina laboratorial, o formaldeido na forma de falima € reconhecido como fixador universal,
amplamente utilizado pelos servicos de PatologRINS/ASAN; SEDMAK; JEWELL,
2002). Tecidos fixados em formalina e emblocadoparafina tornaram-se fontes valiosas de
pesquisa no ambito da Biologia Molecular nos ulsranos, especialmente para estudos sobre
as bases genéticas das doencas. Devido a pradadadisponibilidade dos blocos de parafina
pelos servicos de Patologia de instituicdes médidas académicas, muitos pesquisadores
optam pela utilizacdo dos blocos de tecido pardingrara estudos retrospectivos de longo

prazo.

A literatura tem demonstrado que o sucessexttacdo do DNA a partir de tecidos
parafinados fixados em formalina tem sido bastaatével (DOUGLAS; ROGERS, 1998;
SERTH et al, 2000). No presente estudo, a qualidadetegridade do DNA extraido a partir
da maioria das amostras tumorais do tecido tiran@dos pacientes do grupo amostral foram
prejudicadas, impossibilitando a amplificacdo doret5 do genBRAFpela técnica de PCR
convencional na maioria das amostras selecion&adéncias sugerem que a formalina é
capaz de induzir a degradacéo do DNA (WILLIAMS et1899; SRINIVASAN; SEDMAK;
JEWELL, 2002). A degradacao tem sido atribuida gppeimente a fatores inerentes ao
processamento do material, que incluem o temptemperatura de fixacao do tecido, e o pH
e a concentracéo da formalina utilizada (TOKUDAIeL990; FOSS et al, 1994; DOUGLAS,;
ROGERS, 1998; LEHMANN; KREIPE, 2001; ZIMMERMANN @i, 2008; NILAND et al,
2012). Visando padronizar o processamento das egémicas recebidas, o SAPC/HSR
passou a adotar critérios mais rigidos para o psareento dos tecidos somente em 2012. Uma
vez que o presente estudo também incluiu blocdsdido parafinado datados antes de 2012,
a integridade do material genético provenienteagi@sstras tumorais coletadas para analise da
mutacdo BRAFE pode ter sido comprometida em raz&o do processarmeadequado do

material.

Tendo em vista este viés metodologico, psafisais de setores de Patologia e

pesquisadores interessados em acessar tecidomadoaf para pesquisa em analise genética
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devem atentar para a identificacdo de possivaiseiaue afetam qualidade do material. Caso
estes fatores ndo possam ser identificados ouadpsr faz-se necesséria a avaliacdo da
qualidade das amostras de DNA obtidas apés extr®gédia tanto, baseado na experiéncia do
presente estudo, a aplicacdo das amostras em aidesietroforese em gel de agarose torna-
se um método qualitativo prético e rapido para rifivacdo da ocorréncia de degradacao
(SIWOSKI et al, 2002). Visualizagéo de “borrdesthieary ao longo do gel ao invés de bandas
visiveis e de alto peso molecular indica amostraistenndo DNA degradado, ou seja,
fragmentado em tamanhos menores. Dessa forma,dded@ do DNA oferece limitacdes
criticas para a amplificacdo de sequéncias deesger dificultando o reconhecimento dos
primersas sequéncias, e reduzindo de maneira signifecatiyuantidade de produtos da PCR.
A escolha por sequéncias alvos para amplificacdesenho dgrimers cada vez menores
poderia solucionar este problema, mas ainda haweriaco da perda da especificidade da
amplificacdo. Submissdo das amostras a numerogenaie ciclos da PCR ou aplicagdo do
PCR Nestedtambém seriam outras estratégias, uma vez quénepio, maximizariam a
quantidade de produtos da PCR de amostras conbaixims concentracées de DNA molde.
No entanto, estas abordagens muitas vezes naozerada efeito desejado, por exemplo:
quando ha poucas sequéncias moldes disponiveggc@d dogprimerspode ndo ocorrer de
forma igual para cada alelo durante os primeiro®sida PCR, resultando em desequilibrio
entre os produtos alélicos (BUDOWLE; EISENBERG; VBNAL, 2009), oferecendo, assim,

interpretacdes menos confiaveis.

Ainda ha opc¢éo da utilizagdo kies comerciais voltados especialmente para extracéo
de DNA a partir de tecidos parafinados. No presestado, trégits para extracdo de DNA
foram utilizados. Projetado para purificacdo de Di¢homico, mitocondrial e viral a partir de
amostras de diversas origens, o RitregeneCore tem como principio basico a digestao
enzimatica das membranas celulares através dainasteK durante longos periodos de
incubacado, que podem variar de 3 horas a 3 dialR® lado, okits especificos para tecido
parafinado(QlAamp e Reliaprep, otimizam a purificacdo do DNA sem a necessiddee
incubagBe®vernight Baseados em propriedades de ligacao seletivadod3 membranas de
silica e de eluicdo, os métodos empregados petepromovem a remocgdo das ligacdes
cruzadas formadas entre o formaldeido e as mokd@ldNA sem a necessidade de longos
periodos de incubacéo apds digestao por proteihd3mersos estudos observaram resultados
satisfatorios na amplificacdo de DNA apoés extracbes kits especificos para tecido
parafinado (SIMONATO et al, 2007; CANNON-ALBRIGHTt al, 2011; LUDYGA et al,
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2012; RABELO-GONCALVEZ et al, 2014). Resultadosidbs da extracao de DNA segundo
protocolos de cad&it empregado no presente estudo foram semelhantesseapando
concentracdes e purezas de DNA, a principio, adieguaContudo, os protocolos dkiss
QIAampe Reliaprepforam ineficazes para o estudo uma vez que, assino okit Puregene
Core ndao viabilizaram amplificagdo das amostras de DR#ttanto, quantidades suficientes
de DNA nem sempre refletem a quantidade de DNA enn&tessaria para o éxito da PCR.

Além da otimizacdo das técnicas de extrag@a pnaximizar o rendimento das
amostras de DNA, o foco na busca por novas esiaatétp amplificacdo que pudessem
sobrepor ou mesmo reparar o DNA fragmentado temodstrado resultados promissores.
Recentes avancos em métodos de amplificacdo domgenateiro (hole genome
amplification WGA) oferecem uma saida para a recuperacao dstarsaegradadas. Sendo
um dos métodos utilizados para a WGA, a amplifioggd@ deslocamentos multiplasltiple
displacement amplificatigriMDA) envolve processo de preparacdo do DNA fragao que
resulta na ligacdo enzimatica dos fragmentos de [@NA ordens aleatOrias. Apesar das
sequéncias ndo corresponderem a ordem da sequéigtiel, a deteccdo de polimorfismos
ndo é afetada. Assim, a reacao de WGA ¢ realizadaltando em amostras amplificadas de
DNA integro ou de tamanhos maiores disponiveis padises moleculares subsequentes
(HUANG et al, 2000; SILANDER; SAALERA et al, 2008)iversoskits comerciais baseados
nesta técnica foram desenvolvidos para amostrasipientes de tecidos parafinados, tais como
o REPLI-g FFPE (Maryland, QIAGEN Sciences) e GenomiPhi Amplification(Little
Chalfont, GE Health Care). Muitos estudos empragaestes ou outrogits comerciais
semelhantes para amplificacdo de DNA de tecidaafipados, inclusive para investigacao de
mutacdes no ger@RAF (BERRES et al, 2014). No entanto, nem todos ot#imeresultados
satisfatérios (MACIEJEWSKA; JAKUBOWSKA; PAWLOWSKI2013), sugerindo que o
método ainda é limitado para analise de amostr&N#egravemente degradadas.

Devido a degradacdo do material genético dmnma das amostras tumorais pelas
razes anteriormente citadas, a analise da muBBAd-'°°°F foi realizada em apenas 43
pacientes. Diversos estudos reportaram a taxaeg@lpncia da mutagédo em CPT, que variou
entre 23 a 69% (COHEN et al, 2003; NAMBA et al, 20e acordo com dados da meta-
analise de Ju-Han Lee, Eung-Seok Lee e Young-&ik(3007) com estudos publicados antes
de 2006, a mutacdo esta presente em cerca de 49%ados, sendo portanto a alteracao
genética mais frequente em CPT.
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No presente estudo, a mutacdo BFEAT foi identificada em 28/43 (65,1%) dos
tumores papiliferos consecutivos tratados entré 200012 no Hospital Sdo Rafael, na cidade
de Salvador. Até o momento, ndo ha outros estudbicpdos que tenham investigado a
prevaléncia da mutacido BRX®€’E em CPT na populacéo do Estado da Bahia. No entanto
prevaléncia elevada da mutacéo observada no peessintdo esteve em conformidade com os
achados de alguns outros estudos que avaliarampalagéo brasileira. Dois estudos
conduzidos no Hospital Aradjo Jorge, centro deréefgia em diagnostico e tratamento do
cancer no Centro-Oeste brasileiro localizado nadadde Goiania, reportaram taxas de
prevaléncia da mutacdo BRAREem CPT semelhantes a observada no presente eStivdo.
(2012) reportou taxa de prevaléncia da mutacaB@d&6em amostras tumorais de 116 casos
de CPT diagnosticados entre 2000 e 2005. Por sma Gentijo (2012) observou taxa
prevaléncia de 62,5% da mutacido BRZEF em 80 casos de microcarcinoma papilifero
diagnosticados entre 1996 e 2008. No entanto, wemeionar que apesar de ambos estudos
também terem utilizado amostras tumorais oriungaecido parafinado, estes empregaram o
método de polimorfismo de comprimento de fragmemt®sestricao réstriction fragment
length polymorphisirRFLP) aliada & PCR para deteccdo da mutacéo BR®ERGONTIJO,
2012; SILVA, 2012). No presente estudo, houve oregm da técnica de sequenciamento
direto, que j& foi apontado como método de maiaréaia para a deteccdo de polimorfismos
de nucleotideo Unico quando comparado a técnidaFdd>-PCR (DAVIS et al, 2007), que

possui limitacdo em discriminar genotipos apenés taenanho do fragmento obtido.

Estudos conduzidos em Sao Paulo observaranoresenaxas de prevaléncia da
mutacido BRAFSE em relagéo a observada no presente estudo. Dirtenki2011) observou
em uma coorte de 51 casos consecutivos de CPThadigpdos no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Padide prevaléncia de 29,4% da mutacao
BRAFV69%E empregando método de PCR convencional seguidagmprenciamento direto.
Este estudo optou pela investigacdo da presengaitdgdo em tumores provenientes tanto de
tecido fresco quanto de tecido parafinado (DUTENNER, 2011). No entanto, este trabalho
nao descreve qual tipo de material foi priorizad®,modo que limita a avaliacdo da taxa de
prevaléncia da mutacdo BRXRE em comparacéo a outras casuisticas. Por outrp@idoe
Cerutti (2009) conduziram estudo retrospectivo eamma instituicdo utilizando apenas tecido
fresco de 120 pacientes com CPT diagnosticados @600 e 2007. Através do método de
sequenciamento direto, foi observada taxa de pieviE da mutacio BRAFCE de 48%
(OLER; CERUTTI, 2009).
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Ainda que os dados representem um numeraickmlde pacientes avaliados, outras
caracteristicas do presente estudo poderiam explichservacao de taxa de prevaléncia mais
elevada. A selecdo nao-randomizada, a opcao pdisan@trospectiva e a grande perda
amostral causada pela dificuldade técnica da aicggio do exon 15 do geB&AF podem
ter constituido um viés de sele¢do ao incluir erfon@opor¢ao pacientes com tumores mais
agressivos e com elevado risco de recorrénciacteaisticas associadas com a mutagao
BRAFY69E em estudos prévios (LI, C. et al, 2012; LIU, X.akt 2014). Xiaolong Lee e
colaboradores (2009) investigaram a mutacdo BR®Fem 64 casos de microcarcinomas
papiliferos e observaram que tumores BRA¥ positivos exibiram de forma significativa
sinais de agressividade, tais como estadio climeancado, EET e metéstase para 0s
linfonodos. Embora o mesmo achado néo tenha sisieradido por outros estudos (KIM, T. Y,
2005; WALCZYK et al, 2014), a inclusdo seletiva necrocarcinomas papiliferos com
caracteristicas clinicopatolégicas agressivas aegmte estudo pode ter constituido outro viés
que contribuiu para a maior deteccdo da mutacaoFSRE,

A populacdo do presente estudo foi consttyddr pacientes diagnosticados e
tratados apos 2006. Cabe destacar que a litetatureeportado mudangas temporais no perfil
mutacional do CPT, de modo que a prevaléncia daagéat BRAF®E tem aumentado
significativamente em relacdo aos tumores tratadgassado (SMYTH et al, 2005; MATHUR
et al, 2011; ROMEI et al, 2012). Estudo multica&adrconduzido por Romei e colaboradores
(2012) na Itdlia demonstrou aumento significatiagodevaléncia da mutagcdo BRARE entre
1996 e 2010 (28%s 58,1%;P = < 0,0001), e, em contraste, decréscimo da frezjaé&e
rearranjos RET/PTC (33%59,8%;P = < 0,0001). Tendo em vista que 0s grupos de ptese
avaliados pelo estudo ndo apresentavam diferengaficativas em relacdo a idade ao
diagnostico, tamanho tumoral e presenca de metdstasais e a distancia, os achados do
estudo sugerem que fatores ambientais possamflignoiado o aumento da incidéncia da
mutacdo BRAFSE (ROMEI et al, 2013).

Estudos tém apontado que alto consumo degoderia ter impacto na prevaléncia
da mutacdo BRAVE, Estudos recentes na China, Coreia do Sul e Jds@ovaram elevada
prevaléncia da mutacdo BRXEE. Somente na Coreia do Sul, a taxa de prevaléria d
mutacdo BRAFSEem CPT varia entre 50 a 91% (MOON, H. J. et 092KIM, S. K. et al,
2011). Guan e colaboradores (2009) selecionaragdonaicamente para estudo epidemiolégico
1032 casos de CPT de pacientes provenientes de i@gdes da China que apresentavam

diferentes taxas de consumo de iodo. As regidedtdeonsumo de iodo apresentaram maior
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prevaléncia da mutagdo BRX®E quando comparadas as regifes de baixo consumov$9%
53%;P = 0,0001), achado compativel com a taxa de preg@®bservada no presente estudo.
Recentemente, com intuito de avaliastatus nutricional de iodo no Estado da Bahia, 0
LET/ICS mensurou os niveis de iodo em amostrasida de 1369 criancas de escolas publicas
baianas (CAMPOS, 2014b). Em Salvador, houve pred@meia de ioddria na faixa
correspondente a 200-299ug/L, indicando nutricdmessiva de iodo entre as criangas da
capital baiana (CAMPOS, 2014b). Extrapolando estado para a populacéo adulta, o excesso
do consumo de iodo poderia explicar a elevadadaxarevaléncia da mutacio BRAFE em
CPT de pacientes residentes em Salvador. Até o mtoEs mecanimos moleculares por tras
da influéncia do alto consumo de iodo na ocorrémgiamutacdo BRAE em células
foliculares tireoidianas ainda precisam ser eluwida Especula-se que poderiam envolver
provavel acdo nociva do processo natural de oxodal@ iodo pela célula tireoidiana,
propiciando danos e/ou reparacao ineficiente do [@NAvorecendo a ocorréncia da mutacao
BRAFV69E (GUAN et al, 2009). No entanto, como discutidojaeente, observam-se baixas
taxas de prevaléncia da mutacio BERE em estudos conduzidos em S&o Paulo (OLER;
CERUTTI, 2009; DUTENHEFNER, 2011), cidade onde ocstono de iodo ainda é
considerado alto (VEIGA et al, 2013; CAMPOS et28l14), e onde a incidéncia do cancer de
tireoide é mais elevada quando comparado a owtp8es brasileiras (COELI et al, 2005).
Portanto, tendo em vista os achados contraditdidasse necesséria a conducao de estudos
voltados para a investigacdo da associacdo entiuicw de iodo e ocorréncia da mutacao
BRAF69°E em CPT na populagéo brasileira. Estabelecimentaltdaconsumo de iodo como
fator de risco para a mutacdo BRAYE podera fornecer explicacdo para a associacdo do
aumento da ingestdo de iodo com a incidéncia de GBServada em muitos estudos
epidemiologicos (FRANCESCHI, 1998; KNOBEL; MEDEIROETO, 2007; VEIGA et al,
2013).

Outra questdo a ser considerada € a podsithdida subestimacdo, dependente de
metodologia, da real prevaléncia da mutacdo BRRE A aplicacdo de uma variedade de
métodos para deteccdo da mutacdo BRXEtambém poderia explicar as diferentes taxas de
prevaléncia da mutagcdo BRA®Eobservadas na literatura, uma vez que apresenfararnties
taxas de sensibilidade. Assim como o presentellrabgrande parte dos estudos emprega a
técnica de sequenciamento direto para a deteccaouticdo (ABROSIMOV et al, 2007;
NAKAYAMA et al, 2007; FRASCA et al, 2008; GUAN et,2009; MOON, H. J. et al, 2009;
CHAKRABORTY et al, 2012; KIM, S. J. et al, 2012)edenciamento direto é um método
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padrdo-ouro para identificacdo de alteracfes gasgtuma vez que permite a observagéo de
outras variantes durante a leitura das sequéridmmeta-analise de Xin Liu e colaboradores
(2014), a prevaléncia da mutacdo BRE¥E em CPT observada nos estudos que aplicaram o
método variou entre 34,1% a 73,4%. Apesar da aapleacdo da técnica, sequenciamento
direto apresenta algumas limitagfes técnicas. Sapaaboradores (2006) observaram que 0
sequenciamento direto de produtos da PCR apressatoomo um método menos sensivel na
deteccdo da mutacdo BRXREem tecido parafinado. O método foi capaz de detecta
mutacdo BRAFSE apenas em amostras que continham mais de 40%ldéessalbergando a
mutacao (SAPIO et al, 2006). Sequenciamento déetapaz de realizar a leitura de sequéncia
de DNA do tipo selvagemresente na amostra, portanto leituras incorretdsrmp ocorrer caso

a quantidade de DNA do tipo selvagem exceder cermiglmente a quantidade de DNA
mutante (SHACKELFORD et al, 2004). A possibilidadie mutacdo BRA¥E ndo estar
presente em todas as células tumorais foi inveiigar Guerra e colaboradores (2012), que
constataram que ocorréncia clonal da mutacdo BRAFem CPT n&o é frequente e que a
maioria consideravel dos tumores papiliferos comsie uma mistura de células que albergam
ou ndo a mutagdo BRAFCE Polimorfismo de conformacéo de fita simplesgle strand
conformation polymorphisn§SCP) é outro método também bastante empregadeteecdo

da mutacédo BRA¥Eem CPT. Na meta-andlise de Xin Liu e colaborad@@$4), os estudos
que utilizaram esta técnica observaram preval@eimutacdo BRAYE que variava entre
33,5% a 43,8% (RIESCO-EIZAGUIRRE et al, 2006; LWRlal, 2007; ELISEI et al, 2008;
SYKOROVA et al, 2010). No entanto, Sapio e colaoras (2006) também constaram
sensibilidade reduzida similar do método para ¢éeada mutacdo BRAFE em tumores
parafinados. Os autores observaram que a técniampkficacdo de alelo mutante especifica
(mutant allele-specific PCR amplificatipMASA) demonstrou ser especifica e mais sensivel,
capaz de detectar a mutacdo BRREF em concentracdes abaixo de 20% de células acasetid
(SAPIO et al, 2006), no entanto, ainda nao hout®sestudos que exploraram a sua aplicagcéo

clinica.

Outra alternativa para deteccdo da mutacaaPSRE ¢ a utilizacdo de métodos de
imunohistoquimica (IHQ), amplamente utilizados netedcdo de proteinas em tecidos
parafinados para fins diagndsticos. Recentementapp& e colaboradores (2011)
desenvolveram um anticorpo monoclonal, denominaBa,\¢apaz de identificar a proteina
BRAF mutada na lamina citologica de nédulos e dalds tumorais, inclusive em amostras

provenientes de tecidos parafinados. Analises paisée de IHQ foram realizadas em cortes
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histologicos de 47 casos de metastases de melaaoPiacasos de CPT com intuito de
investigar a acuracia do clone VE1 para identificaga proteina BRARE(CAPPER et al,
2011). Reacao de IHQ foi considerada positiva qaaré houve ambiguidade na marcacao
citoplasmatica, tais como coloracao difusa fraclquer tipo de marcacdo nuclear isolada,
coloracéo fraca de células intercaladas Unicasreat@o de mondcitos/macrofagos (CAPPER
et al, 2011). Foi observado que o clone VE1 detettdos os casos de melanoma e CPT
BRAFV69E positivos (36%; 25/68) e negativos, sendo capaysive, de identificar status
mutacional do gen8RAF entre 0os casos em que a analise por sequenciamieato foi
ineficiente (CAPPER et al, 2011). Outros estudésequentes confirmaram a acuracia do VE1
para deteccdo da proteina BRAF mutada em célulasrais (KOPEREK et al, 2012;
ROUTHIER et al, 2013; ZAGZAG et al, 2013; ILIE et, 014). Aliado as taxas de
sensibilidade e especificidade elevadas apresenpada método, a técnica de IHQ em tecidos
previamente fixados em formalina pode permitir esso dostatusmutacional de amostras
inadequadas para analise genética, como amostraendo poucas células tumorais ou

apresentando fragmentacdo de DNA.

Outra vantagem atribuida a IHQ se encontagosaibilidade de averiguar o perfil de
expressao da proteina BRAF mutada através da idéelesda coloragcdo e contagem de células
marcadas, geralmente expressa em porcentagem (FEEMG2010; CAPPER et al, 2011).
Baseado nestes aspectos, diversos estudos busicevestigar a aplicacdo progndstica da
superexpressio da mutacdo BREREE em CPT. Feng e colaboradores (2010) observaram que
superexpressdo da proteina BRAF mutada em CPTeestgsociada com presenca de
metastases linfonodaiB € 0,019) e superexpressao de genes envolvidaslif@@cao celular
(proliferating cell nuclear antigen; PCNAP = 0,000) e na regulacdo do reparo de erros da
replicacdo do DNAHuman muts homolog BMSH2 (P = 0,0019). Contudo, este estudo foi
limitado pelo baixo ponto de cortelotado na determinagao de superexpressd®% das
células marcadas na reacao) (FENG et al, 2010¢siNmlo de Silva (2012), superexpressao da
mutacdo BRAYE foi determinada pela coloragdo ¢e50% células tumorais e esteve
associada com EEP (= 0,0183) e metastase a distan€ia(0,0001). Estudos sugerem que a
amplificacdo génica, evento comum em alguns tumGkeS8ERTSON, 2006), propicia a
superexpressdo da proteina BRAF e pode ser um isetade ativacdo do geBRAFem
CPT (CIAMPI; ZHU; NIKIFOROV, 2005; XING, 2013). Irestigacdo da superexpressao da
proteina BRAF em amostras histoldgicas poderiaaadotomo ferramenta auxiliar prognéstica

na avaliacao do CPT.
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A contaminagdo de amostras tumorais por @&eldriundas do tecido normal
adjacente representa outro fator a ser considemna@ovez que pode dificultar a deteccao da
mutacdo BRAFE quando essas estdo presentes em grande quantidgdes estudos
empregaram a técnica de microdisseccao de captasgdMCL), visando evitar resultados
falso-negativos, e observaram prevaléncias quanzani entre 39% a 62% (GIANNINI et al,
2007; LUPI et al, 2007; FRASCA et al, 2008; GUER®®al, 2012; ZHENG, X. et al, 2012).
A técnica de MCL aumenta a sensibilidade na ideagjio de DNA mutante na presenca de
DNA do tipo selvagem, considerando que a amostiidabonteria quase que exclusivamente
células tumorais (ESPINA et al, 2006).

Devido a desvantagem dos estudos retrospsctiom tecido parafinado, outros
também optaram pela utilizacdo de tecido fresca gateccio da mutagdo BRAEE Xin Liu
e colaboradores (2014) observaram taxas de prevadérmais elevadas da mutacao
BRAF6%E que variaram entre 47% a 79% em estudos quetil&aram tecido parafinado.
A vantagem do emprego do tecido fresco em detrionéos tecidos emblocados em parafina
na pesquisa molecular reside no fato de que ags@&tesubmetidos a tratamentos agressivos
que fragmentam o DNA a ser extraido, levando a mdikiculdade de amplificagdo da
sequéncia de interesse, como discutido previaméBEORSATO; TELLES, 2011,
SENGUVEN et al, 2014).

Apés avaliagdo dos fatores que podem subastom superestimar a taxa de
prevaléncia da mutagdo BRXEE na populagdo do presente estudo, e, principalmpate
fato da taxa de prevaléncia ser similar a obseneadaoutros estudos semelhantes, foi

considerado que a frequéncia observada da mutagdximou-se da real.

Em relacdo as andlises de associacdo davjusie da mutacdo BRAPFE e
aspectos clinicopatolégicos do CPT, quando avaiadadades dos pacientes no momento do
diagnéstico, foi constatado que a maioria dos cembsidos no estudo possuia idade superior
a 21 anos, mas 5 casos foram relatados em pacpadidricos e adolescentes. O CDT é um
evento raro durante a infancia e adolescéncia (EEX et al, 2011; VAISMAN; CORBO;
VAISMAN, 2011). No presente estudo, embora ndo besg significancia estatistica na
analise multivariada, casos de pacientes com idéeleor a 21 anos foram mais frequentes no
grupo BRAF®%E negativo. Apenas um paciente pediatrico apresemtoutacio BRAPOE
(20%; 1/5). Este achado é consistente com dadoepf#itados que apontam que a mutacao
BRAFV9°E ¢ menos frequente em CPT pediatrico. Estudos deal§ai e colaboradores (2004)

e Penko e colaboradores (2005) ndo constataranesermga da mutacdo BRXEE em
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pacientes pediatricos (0/15 e 0/14, respectivameResenbaum e colaboradores (2005)
investigaram a prevaléncia da mutacdo BHAT em 24 casos de pacientes jovens§ anos)
com CPT e observaram que a mutacao foi signifiaatente mais frequente na populacéo
adulta (20%vs 77%;P = 0,0001), achado consistente com 0 presente@sipadrentemente,
rearranjosRET/PTCséo as alteracdes genéticas presentes no CPTcquer com mais
frequéncia na infancia e geralmente estdo assacm@xposi¢cdo a radiacdo (NIKIFOROVA
et al, 2004; SANTORO; MELILLO; FUSCO, 2006).

Baixa prevaléncia da mutacdo BRAIE em criancas e adolescentes remete ao fato
de que, embora os tumores papiliferos pediatriaotamvezes possuam fendtipo agressivo em
sua apresentacao inicial, geralmente apresentagmgstico favoravel e raramente recorrem,
sobretudo apés terapéutica adequada (DEMIDCHIK|,e2@06; RIVKEES et al, 2011,
VAISMAN; CORBO; VAISMAN, 2011; PARK, S. et al, 20)3Elevada taxa de cura
apresentada pelas criancas se deve, em partépauéaos tumores pediatricos geralmente sédo
bem diferenciados e sensiveis ao tratamento comiodd. Avidez das células tireoidianas
neoplasicas ao radioiodo depende da atividadeatoiteimento do sistema de metabolismo do
iodo (NILSSON, 2001). Para tanto, o receptor de T$HHR) exerce papel fundamental,
regulando moléculas envolvidas neste sistema. fEstesso também envolve o simportador
de sddio-iodetogodium-iodine symporteilIS) presente na membrana basal, que permite o
influxo de iodo para a célula tireoidiana. Uma W#emsportado para o foliculo tireoidiano, o
iodo é oxidado pela tireoperoxidase (TPO) e incago a residuos de tirosina para formacao
dos hormonios tireoidianos. Expresséo dos gBh8sTPO e TSHRgeralmente se encontram
comprometidos ou ausentes no CDT (SHEILS; SWEENEX9; ARTURI et al, 2001).
Interessantemente, a mutacdo BRRFF ja foi associada com supresséo da expressio destes
genes, especialmente o gene responsavel pela s&pasNIS (DI CRISTOFARO et al, 2006;
RIESCO-EIZAGUIRRE et al, 2006; DURANTE et al, 20Q1tJ, D. et al, 2007). Quando se
avalia somente o CDT pediatrico, que raramentergdba mutacdo BRAE dados na
literatura indicaram que tumores pediatricos exgaesniveis mais elevados BBS quando
comparado a populacdo adulta (MIAN et al, 2001; &\ et al, 2001; PATEL et al, 2002).
Dessa forma, sugere-se que a mutacdo B®AFem CPT pediatrico poderia propiciar a perda
da avidez ao radioiodo, resultando na falha darmaehto e piora da taxa de sobrevida ao
favorecer desdiferenciacdo (KUMAGAI, 2006; OLERaEt2008). No entanto, ha estudos que
ndo demostraram associacdo da mutacio BR&Eom agressividade tumoral na populagdo
pediatrica (SASSOLAS et al, 2012; HENKE et al, 20l Em estudo retrospectivo recente,
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Givens e colaboradores (2014) investigaram a ams@wi entre a mutacdo BRXEE e
aspectos clinicopatoldogicos do CPT em 19 paciernes idade inferior a 18 anos. Nao foi
observada associacéo com caracteristicas de agptagdsi tumoral, tais como tamanho tumoral,
EET, invasdo vascular e metastase a distancia (88/& al, 2014). No presente estudo, risco
aumentado de recorréncia tumoral (intermediarialtm) foi observado somente nos pacientes
pediatricos BRAFSE negativos (4/5 casos). Dados conflitantes podemesaltado do pouco
namero de casos investigados, de modo que aindeeséssarios mais estudos para estabelecer

o papel da mutagido BRA™E no prognostico do CDT pediatrico.

Em relacdo a populacédo adulta do estudostodgacientes com idade avancagda (
45 anos) apresentaram a mutacdo BRXE Sendo assim, a média de idade dos pacientes
BRAFY89E positivos observada foi significativamente maion eelacdo aos pacientes
negativos para a mutagéo (40,96 + 13;629,73 + 10,18P = 0,008). Zuo e colaboradores
(2007) observaram que a presenca da mutacao sgjeifecativamente associada a idade igual
ou superior 45 anos (7896 42%;P = 0,0362) ao investigarem a associacao entre aganie
aspectos clinicopatologicos em 42 pacientes com. CPmesmo achado foi observado em
estudo de maior casuistica, onde Weibin Wang éoddalores (2012) observaram diferencas
significativas nas médias de idade de 208 pacieot®sCPT com e sem a mutacdo BRZEF
(46,0 + 12,5vs 40,9 £ 11,9;P = 0,004). Diversos outros estudos confirmam est&do
(ABROSIMOV et al, 2006; NAKAYAMA et al, 2007; KOPHKK et al, 2012; ULISSE et al,
2012), mas recentes meta-analise ndo observarauiags entre a presenca da mutacao
BRAFV69E ¢ jdade superior a 45 anos (LI, C. et al, 2012, IX. et al. 2014). No presente
estudo, analise multivariada ndo apontou associpQaitiva significativa entre a mutacao
BRAFV9°E e idade avancada (OR: 1,87= 0,998).

No presente estudo, a maioria dos paciem@s@PT pertenciam ao sexo feminino
(40/43; 93%). Quando avaliada a frequéncia da riota8RAF®%°F entre os sexos dos
pacientes, 62,5% das mulheres (25/40) e os uniéspacientes do sexo masculino incluidos
no estudo pertenciam ao grupo BRAYE positivo. Tae Yong Kim e colaboradores (2006)
observaram associag&o positiva entre o sexo masaih presenca da mutacdo BRRE em
203 pacientes com CPT (221#%6%;P = 0,006). Ainda, foi observado em meta-analis2@ie
maior chance para o sexo masculino de apresentatagio BRAF°°Equando comparado ao
sexo feminino (OR: 1,22; IC 95%: 1.05-1.41) (LI,e€al, 2012). Apesar destes achados, n&o
foi observada tal associacdo no presente estudopmémero de pacientes avaliados ainda é

restrito para permitir qualquer conclusio. A retagitre a mutacio BRA®E e o0 sexo
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masculino ainda permanece controversa, uma veh&desersos estudos que nao reportaram
associacao entre as condicdes (ELISEI et al, BA8OLO et al, 2010; HOWELL et al, 2011;
KIM, S. J. et al, 2012). Ainda deve-se considenae gssociacdo entre o sexo masculino e
agressividade tumoral também é controversa. Vasiagkiudos clinicos reportaram que
pacientes do sexo masculino tendem a apresentam@iRTagressivos quando comparados aos
tumores apresentados pela populacdo feminina (MICKEEal, 2009; ITO et al, 2011; HSIEH

et al, 2012; YANG; SHEN; SAKAMOTO, 2013; LIANG et,a&2014). No entanto, outros
estudos néo evidenciaram efeito prognéstico indgree (ELISEI et al, 2010; NILUBOL,;
ZHANG; KEBEBEW, 2013), de modo que o0 sexo do pdaeesinda ndo é amplamente
utilizado pelos principais sistemas de estratificagle risco de mortalidade por CPT e
recorréncia (COOPER et al, 2009; AJCC, 2010; RO®A&al, 2013).

A maioria dos pacientes incluidos no presestedo ndo possuiam histéria familiar
de cancer de tireoide, condicdo apresentada apenaseis pacientes (14%; 6/43). Em uma
coorte de grande casuistica realizada em 19874 BO@& colaboradores (2009b) constataram
taxa de prevaléncia de 4,5% (243/6.015) de histanaliar de cancer de tireoide em pacientes
com CPT. No presente estudo, houve maior propatedadividuos com historia familiar de
cancer de tireoide no grupo BRXRE positivo quando comparado ao grupo BREEF
negativo (17,9%s 6,7%;P = 0,403), no entanto ndo foi observada associsigiuificativa
para este achado. Também utilizando amostras padaf, Fernandez e colaboradores (2013)
ndo constataram associacéo entre a mutacdo BRAE historia familiar de CPT tireoide em
estudo retrospectivo com 304 pacientes. De moad, geralteracdes genéticas envolvidas com
cancer de tireoide familiar geralmente sdo gernviast portanto, € possivel que ndo haja
associacdo entre histdria familiar e mutacdo BRXE uma vez que esta representa uma
mutacdo somatica (CAVACO et al, 2008).

Foi observado que a maioria dos casos camesp a CPT classicos (32/43; 74,4%),
sendo que a variante folicular foi o segundo timtohdgico mais frequente (8/43; 18,6%).
Apesar do pequeno numero de pacientes, foram ddtectrés casos de variantes raras do CPT:
variante de células altas, variante oxifilica (arittca) e variante trabecular hialinizante.
Michels e colaboradores (2007) investigaram a péec# dos subtipos histolégicos do CPT
em pacientes tratados e acompanhados de 1960 a4 98gido de Normandia, Franca. Dentre
diversas variantes, 0os autores constataram a pme@loom da forma classica (74%; 503/674)
e baixa frequéncia da variante de células altd§ 86 8,3%) e para a variante oncocitica (3,5%;
24/674) (MICHELS et al, 2007). Com numero de casesielhante ao presente estudo,
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Calangiu e colaboradores (2014) avaliaram 44 tusnquapiliferos e observaram maior
frequéncia para a forma classica do CPT (68,1%4430seguida para a variante folicular (25%;
11/44) e variante de células altas (6,8%; 3/44).

Exceto pela variante de células altas, asagerariantes observadas no presente
estudo (variante oxifilica e variante trabeculalihizante) pertenciam ao grupo BRARE
positivo. A mutagdo BRAYEé comumente associada a forma classica e a \adartélulas
altas, e menos observada em variante folicular EBW et al, 2007; LI, C. etal, 2012; VIRK
et al, 2013). No presente estudo, o grupo de tBTBRAF®%E positivos apresentaram maior
concentracédo de tumores na forma classica quandparado ao grupo BRAFE negativo
(82,1%vs 60%). Por sua vez, o grupo BRERE negativo apresentou mais casos da variante
folicular (10,7%vs 33,3%). Embora possa se apresentar como tumasdeay e invasivos, 0
progndstico a longo prazo dos tumores papilifeeogatiante folicular geralmente é similar ao
apresentado pelos CPT classicos, (PASSLER et@8; ZODAN et al, 2003; BURNINGHAM
et al, 2005; LANG et al, 2006; SALAJEGHEH et al08). Em estudo de casos consecutivos,
Adeniran e colaboradores (2006) observaram quegesapontuais no geASforam mais
frequentes em CPT de variante folicular que alteragio genBRAFe rearranjoRET/PTC
(82,3%; 14/17). Trovisco e colaboradores (20043l@wciaram, inclusive, a presenca de uma
mutacdo incomum no gelBRAF, que substitui uma lisina por um acido glutamioaesiduo
601 (BRAF®E  Provavelmente, devido a baixa atividade cinaseBRAF®E quando
comparado a BRAfE (DAVIES, H. et al, 2002; WAN et al, 2004), estatagiio geralmente
esteja associada a comportamento clinico menossagwedo CPT (BAROLLO et al, 2014).
No presente estudo, nenhum caso de variante fatiegresentou a mutacdo BRAEE A
meta-analise de Carol Li e colaboradores (20120leeiiou associacdo negativa entre a
mutacdo BRAFE ¢ CPT de variante folicular (OR: 0,23; IC 95%:10;60,34), sugerindo
possivel papel protetor da variante em apresentartacao.

Ito e colaboradores (2008b) investigaramagantes histologicas apresentadas por
1521 pacientes com CPT e observaram prevaléncig98é de casos de variante oxifilica
(29/1521). Estudos apontam que a variante oxifiioabém possui prognostico similar ao CPT
classico (BECKNER et al, 1995; BERHO; SUSTER, 1990 et al, 2008b). No presente
estudo, o paciente que apresentou CPT de variaiftlca possuiu tumor maior que 40 mm.
Trovisco e colaboradores (2004) identificaram aagé@o BRAF®°Eem 6 de 11 casos de CPT
de variante oxifilica que possuiam padrdo de areswio predominantemente papilifero

(54,4%; 6/11). Em contrapartida, neste mesmo estglocasos de CPT de variante oxifilica
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com padrdo de crescimento unicamente folicularapfiesentaram a mutacdo BRA¥E mas

3 dos 4 casos apresentavam a mutacdo BRERTROVISCO et al, 2004). Achado similar
foi reportado por Musholt e colaboradores (2008 gbservaram que tumores papiliferos de
variante oxifilica com padréo de crescimento fdéicmdo apresentaram a mutacéo BRAFE,
Baseado nestes achados, é possivel que a mutagde’B% contribua mais vigorosamente
para o desenvolvimento de tumores de arquitet@dopninantemente papilifera (KNAUF et
al, 2005).

Variante trabecular hialinizante do CPT é siderada uma lesdo muito rara e
controversa, uma vez que geralmente comporta-s® ¢esdo de natureza mais indolente
(CARNEY et al, 2008; NOSE; VOLANTI; PAPOTTI, 2008\ variante ja foi associada a
presenca de rearranjos RET/PTCHEUNG et al, 2000). Em relacdo a mutacdes no gene
BRAF inicialmente os estudos n&do reportavam a presgmgautacio BRAREem CPT de
variante trabecular hialinizante (TROVISCO et aj02, SALVATORE et al, 2005;
FERNANDEZ et al, 2013). Contudo, assim como no gmes estudo, Baloch e colaboradores
(2006) identificaram a mutagdo BRXEE em um caso de CPT de variante trabecular
hialinizante, mas ndo em neoplasia hialinizanteetralar. O achado sugere que a detecc¢éo da
mutacdo BRAKSE também poderia auxiliar na distingdo entre leb@esgnas e malignas de
natureza trabecular hialinizante, mas os autoradaasugerem cautela na confirmacao
diagndstica uma vez que a auséncia da mutacido BRAMZo implica em absoluta
benignidade (BALOCH et al, 2006).

N&o houve influéncia significativa da preseda mutacdo BRAE no tamanho
tumoral dos pacientes do estudo. A média, em mitoredo tamanho tumoral apresentado
pelos pacientes foi semelhante entre os grupos BRXmositivo e negativo (20,1 + 12,33
17,6 £ 9,51,P = 0,497). Outros estudos reportaram associacdtvaosignificativa entre o
tamanho tumoral e positividade para a mutacdo BRAE Na meta-analise de Carol Li
(2012), foi observado que a mutacdo BRRFF esteve associada significativamente com
tumores maiores que 10 mm (OR: 1,57; IC 95% 1,2®2). No presente estudo, onze casos
(25,6%; 11/43) foram microcarcinomas papiliferosa enaioria dos casos restantes ndo
ultrapassavam o tamanho de 20 mm (48,8%; 21/48jribaindo para a obtencdo de médias
de tamanho tumorais relativamente mais baixas. B@m#&ram incluidos no estudo
microcarcinomas papiliferos com subtipos histoldgicaros ou que apresentavam qualquer
uma das seguintes caracteristicas clinicopatolégestadio clinico avancado (IlI/IV); EET,;

metastases linfonodais; e a distancia. A mutacaAMBRCE foi também frequentemente
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detectado em microcarcinomas papiliferos, sugerpuksivel papel oncogénico precoce no
desenvolvimento do CPT (UGOLINI et al, 2007). A yaiéncia da mutacdo BRAFCE
observada no grupo de microcarcinomas do presetteaefoi de 63,6% (7/11), similar a
prevaléncia observada em tumores maiores de 10 6616%; 21/32). Em contraste, Ito e
colaboradores (2009) observaram prevaléncia stgiiamente menor da mutagao
BRAFV9°E entre os microcarcinomas em relagéo aos tumoreseaajue 10 mm incluidos em
seu estudo (28,2% (31/11540,5% (211/521)P = 0,0175). O fato do presente estudo incluir
casos de microcarcinoma com maior agressividade ped contribuido para a taxa de
prevaléncia elevada da mutacdo BREEF neste subgrupo. No entanto, como discutido
previamente, a utilizacdo do sequenciamento dicetuo técnica de deteccdo da mutagéo
BRAFV69°E ¢ a dissecacdo manual de tecido parafinado cantghdlas normais pode também
ter potencialmente contribuido para reducdo dagbtacia observada no estudo (ITO et al,
2009). Choi e colaboradores (2013) observaramsepga da mutacdo BRAFE em 71,3%
casos de microcarcinoma papilifero (72/101) ao egara PCR em tempo real, técnica mais
sensivel que a PCR convencional para amostrasci tearafinado (HALAIT et al, 2012;
JEONG et al, 2013).

Diversos estudos investigaram a associacamutacio BRAFE com aspectos
clinicopatologicos em microcarcinomas papiliferdsaolong Lee e colaboradores (2009)
investigaram as caracteristicas clinicas e patddgde 64 microcarcinomas papiliferos e
observaram que os tumores que possuiam a mutagaB'BIE apresentaram caracteristicas
relacionadas a invaséo, tais como EET, metastafmdidal e estagio clinico avangado. Em
estudo de maior casuistica, Basolo e colaborad@8d9) investigaram tumores20 mm de
pacientes com CPT a fim de correlacionar a presdagautacio BRAYE com aspectos
clinicopatoldgicos. A mutacdo BRACE esteve associada com tumores de maior extens&o
(52%vs39,6%;P = 0,0001). Apesar de dados ainda controversosssyel que a deteccao da
mutacido BRAFE em microcarcinomas papiliferos possa contribuia @aidentificacio de

tumores com comportamento clinico mais invasivo.

No presente estudo, 23 pacientes apresentaraares multifocais (53,4%; 23/43;),
sendo 21 casos (91,3%; 21/23) apresentando biideata. Na Coreia do Sul, Hwa Young Ahn
e colaboradores (2014) observaram que a maioriautosres multifocais apresentava-se em
ambos os lobos tireoidianos (67%; 57/85). No entaatmaioria dos estudos observou que
tumores multifocais bilaterais ocorrem com menasgdéncia em relacdo aos tumores
unilaterais (KARATZAS et al, 2013; HE et al, 20148m estudo retrospectivo, Mazeh e
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colaboradores (2011) observaram que multifocalidesteve presente em 57% dos casos
(150/289), nos quais 44,6% (67/150) apresentaracorae tumores bilaterais. Em outro estudo

retrospectivo, Hwang e colaboradores (2010) obsanvéaxa de prevaléncia ainda menor: em
592 pacientes com CPT, 13,2% apresentaram tuninlaisrais (78/592). No presente estudo,

assim como no estudo de Ahn e colaboradores (20 Midmero de casos avaliados é limitado,

de modo que pode ter dificultado a estimava realgdéncia de bilateralidade.

Embora ndo tenha sido observado diferengdigtsta na distribuicdo dos casos, 0
grupo BRAFYE positivo apresentou mais casos de multifocalidgundo comparado ao
grupo BRAF®%E negativo (57,1%s 46,7%;P = 0,512). Kurtulmus e colaboradores (2012)
observaram que, em 109 pacientes com CPT, a mutBBad-'°°F esteve positiva e
significativamente associada com multifocalidade3%vs47,7%;P = 0,02). Contudo, alguns
estudos ndo observaram associacdo positiva enpeesenca da mutacdo BRAFE e
multifocalidade (LIU, D. et al, 2005; SAPIO et 2006; GOUTAS et al, 2008; BOMMARITO
et al, 2011; KANG et al, 2013). Tendo em vista scdipancia observada, So Yeon Park e
colaboradores (2006) realizaram um estudo de d¢ttat® pelo qual analisaram multiplos focos
de CPT de 61 pacientes e observaram que 39,3%as0s ©do apresentavam a mutacéo
BRAFY6%E em todos os focos tumorais, sugerindo que foametais podem corresponder a
multiplos tumores primarios independente da mutacRortanto, € possivel que
heterogeneidade intratumoral da mutacio BRXE em CPT seja um fator a ser considerado
na deteccdo e analise da taxa de prevaléncia tynpoiricipalmente se a amostra tumoral
obtida for composta majoritariamente de multiplasos tumorais BRA¥°E negativos.

Houve metastases para os linfonodos em 4td®&pacientes do presente estudo
(18/43). Metastases linfonodais sdo comuns empa@sieom CPT na sua apresentacao clinica
inicial (COOPER et al, 2009; ROSARIO et al, 201B)eta-anélises tém demonstrado
associacgio positiva significante entre a mutacaamBF e metastase para os linfonodos (LI,
C. et al, 2012; LIU, X. et al, 2014). Embora a mlsticdo dos pacientes ndo tenha sido
estatisticamente significativa, no presente estudpupo BRAF®E positivo curiosamente
apresentou menos casos de metastases linfonodaislajgomparado ao grupo BRARE
negativo (39,3%s 46,7%;P = 0,751). Zoghlami e colaboradores (2014) repantad mesmo
achado em 46 pacientes com CPT, observando qesenga de metastases para os linfonodos
cervicais ocorreu com menos frequéncia entre ogemas BRAF®E positivos quando
comparados aos pacientes BRA¥E negativos (3/17; 17,6%s 14/17; 82,5%P = 0,03).

Contudo, o numero de pacientes avaliados foi maitiuzido em ambas analises. Importa
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considerar que a presenca de pacientes jovensupo gmostral pode ter contribuido para a
associacdo negativa observada entre metastasedi#be mutacdo BRAFE uma vez que
o CPT pediatrico geralmente apresenta metastagenddais em sua apresentacao inicial, e,

principalmente, raramente apresenta mutacoes reoBfeAF

A existéncia de poucos casos de EET, invaa8oular e metdstase a distancia no
presente estudo impossibilitou a analise destasriammtes variaveis. Até o momento, todos os
casos identificados de EET (7%; 3/43) e invasaaulas (7%; 3/43) pertenceram ao grupo
BRAFY6%%E No entanto, os Unicos dois casos de metastasksténcia (pulmdes) foram
igualmente distribuidos entre os grupos BRRE positivo e negativo. Meta-analises reportam
forte associacédo entre EET e presenca da mutacad'B8®E (LI, C. et al, 2012, LIU, X.,
2014).

Desde a primeira constatacdo de possivetlegé&o entre TH e CPT (DAILEY;
LINDSAY, SKAHEN, 1955), muitos estudos buscarameistigar essa associacdo. Em uma
corte de grande casuistica, Ling Zhang e colaboead@012) observaram que pacientes com
TH apresentaram risco mais elevado de desenvolRé@rdliando comparados aos pacientes
sem TH. Tireoidite de Hashimoto representa uma giamtoimune benigna constituida por
inflamacédo crénica que afeta a glandula tireoideREMATSU; SATOH; AMINO, 2013).
Esta promove deplecéo progressiva de célulasdisews, que sdo substituidas gradualmente
por infiltrado mononuclear e fibrose. Além dissotecido parenquimal € progressivamente
comprometido e substituido por infiltrado inflam@&oque produz fatores de crescimento
proangiogénicos, citocinas, quimiocinas e enzimegratladoras de matriz extracelular no
tecido tireoidiano (PACIFICO; LEONARDI, 2010; TOMERMENCONI, 2013). Os
mecanismos imunoldgicos e moleculares envolvidasigoidem na associagdo entre TH e
CPT ainda permanecem incertos. Ward (2014) publicoa revisdo recente que discute os
possiveis fatores moleculares envolvidos nestecesgm. Inflamacéo crénigaer sepoderia
propiciar a ocorréncia dos rearranjos em celuléisulares tireoidianas através da acao de
citocinas, quimiocinas e radicais livres, que causknos teciduais e no material genético
(GUARINO, 2010). RearranjoRET/PTCséao alteragbes genéticas j& reportadas em lesdes
benignas tireoidianas, inclusive em TH (WIRTSCHAIRTEt al, 1997; SHEILS et al, 2000;
ELISEI et al, 2001). Muzza e colaboradores (2013eovaram que em 443 casos de CPT o
rearranjo RET/PTC1 esteve presente em 41% dasséléb-neoplasicas acometidas pela TH
que circundavam os tumores, além de estar maismeesm casos de CPT associado a TH,

enquanto, por sua vez, a mutacdo BIR¥ representou mais casos de CPT sem a
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comorbidade. Associagdo positiva entre TH e o RET/Premete provavel papel oncogénico
desta alterac@o genética no desenvolvimento dee@Pdasos de TH (SANTORO; MELILLO;
FUSCO, 2006). No presente estudo, presenca de Sddiado ao tumor foi significativamente
menos frequente no grupo BRAEE positivo em relagio ao grupo negativo (26866,7%;

P = 0,008). Ainda, associacdo negativa entre Thhetacio BRAESEtambém observada na
andlise multivariada (OR: 0,1R;= 0,024) sugere que a doenca possa exercer pfettetor

na ocorréncia da mutacdo em CPT. Outros estudostaegm o mesmo achado, observando
que a presenca da mutacdo BRRE é menos frequente em pacientes com CPT e TH
associada (KIM, K. H, 2005; KIM, S. K., 2009; KIN&. J., 2014). Diante deste contexto, o
processo autoimune da Tper seou a ocorréncia de rearranjos RET/PpQderiam ser

suficientes para promover a oncogénese tireoidiatependente da mutacio BRAFE,

Diversos estudos tém reportado que esta auiténacia indica progndstico favoravel
para os pacientes, com doenga menos agressivareseafacao inicial e reduzida taxa de
recorréncia (DVORKIN et al, 2013; MAROTTA et al,28) KIM, S. J., 2014b). Por outro lado,
outros estudos tém argumentado que o prognosti@Pdonao é afetado pela TH detectada no
exame anatomopatologico (DEL RIO et al, 2008; JAWID) LE; HERSHMAN et al, 2013).
Dado o progndstico negativo do CPT geralmente witiio & mutacdo BRAEE alguns
estudos investigaram o efeito combinado da mutBf&aF®°°€ e TH na agressividade do
CPT. ApOs categorizar casos de pacientes com CPdcaoelo com cstatusda mutacéo
BRAFY69E e a presenca ou ndo de TH associada, Kim Su-linlaboradores (2014)
observaram efeito combinado da presenca da muBRAdF-'°°F e auséncia de TH sobre
estadio clinico avancado (MACIS) e risco aument@eoecorréncia, de acordo com a ATA.
Ainda, Marotta e colaboradores (2013) reportaramajinfiltracéo linfocitica promovida pela
TH exerceu efeito protetor contra progressao tuheonecasos de CPT, independentetddus
mutacional do genBRAF. Recrutamento de células pro-inflamatérias paegiolo tireoidiano
ocorre em resposta a doenca autoimune. Apesaragdadas moléculas secretadas durante o
processo inflamatério propiciar microambiente féwveal para progressao tumoral, macrofagos,
linfécitos T e B e célulasatural killers(NK) recrutados durante o processo autoimune també
serdo direcionados a destruir as células tumokSNAHAN; WEINBERG, 2011). Dessa
forma, infiltrac&o linfocitica intensa poderia egpl a inibicdo da progresséao tumoral uma vez
que a resposta antitumoral estaria mais acentusgla @cdo de moléculas proinflamatorias e

capacidade de evasao da resposta imune.
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Um dos focos da avaliagdo da mutacdo BR®Fsobre o prognostico do CPT tem
sido a associacao direta da mutacdo com o esthdiooctumoral (TNM). Recentes meta-
andlises apontaram associacdo positiva entre @ng@sla mutacio BRAFE e estadio
clinico avancado (LI, C. et al, 2012; LIU, X. et aD14). No presente estudo, todos 0s seis
casos de estadio clinico avancado (I1l/IV) pertemteao no grupo BRAEE positivo. Em
contraste, o grupo BRAFE negativo era composto apenas por casos de baadieslinico
(I/11). Em estudo retrospectivo multicéntrico comsaistica de 1849 pacientes com CPT, foi
observada significante associa¢io entre a preskngautacio BRAYE e mortalidade por
CPT P =< 0,001) (XING et al, 2013). Em estudo retrospec Zoghlami e colaboradores
(2013) ndo observaram a associagdo entre a muBBAF'°°F e variados aspectos
clinicopatologicos em 46 pacientes com CPT, inclaiestadio clinico avancado. Este dado é
consistente com o achado do presente estudo, dimdon possivel observar associacao
significativa entre a mutacdo BRXE e estadio clinico avancado (11I/IV), mas o nimeeo
pacientes avaliados ainda é muito limitado. Contuslma vez assumida e comprovada
associacio positiva independente, a mutacio BRXmossivelmente podera se inserir como

ferramenta Gtil na identificacdo de casos de &dtmrde mortalidade.

Diversos estudos tém demonstrado que a detete mutacdo BRA®Epode ser
utilizada como marcador prognoéstico molecular aoealjite a estratificacdo de risco de
recorréncia tumoral em pacientes com CPT, principate aqueles casos inicialmente
classificados como baixo risco. Dados reportadoditeetura mostraram que a mutagao
BRAF6%E ¢ frequente em CPT recorrente (HENDERSON et 892BAROLLO et al, 2010;
TUFANO; BISHOP; WU, 2012). No presente estudo, sason risco intermediario ou alto de
recorréncia segundo o Consenso Brasileiro forars frequentes no grupo BRA¥E positivo
(53,5%vs 40%), mas ndo houve associagao significatrra ©,787). Tendo em vista que a
maioria destes pacientes com risco de recorréa@anf classificados com estadio clinico baixo
(I/11), e que a taxa de sobrevida livre de doengiaeepacientes com CPT é considerada alta, a
deteccdo da mutacdo BRXREpoderia auxiliar de forma significativa na estiasi€do de
risco de recorréncia em pacientes convencionalnotsmsificados com estadio clinico baixo e
contribuir para a otimizacao de protocologaw-upfocados na identificacdo de recorréncia
tumoral. Assim, a deteccdo da mutacio BEAFaliada aos sistemas de estratificacéo de risco
de recorréncia convencionais poderia contribuiaamanejo de pacientes com risco elevado
de recorréncia. Prescott e colaboradores (201 2radsmm a incidéncia de CPT recorrente em

uma coorte de 356 pacientes, que foi significatismat® maior entre pacientes BRAEE
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positivos quando comparado aos pacientes BRAF negativo (OR: 2,62P = 0,02). A
utilizagéo, na pratica clinica, da deteccdo da QantaBRAF%E associada aos algoritmos
adotados pela ATA e pelas categorias dos sistemastddiamento AMES, MACIS e TNM
otimizou de forma moderada, porém significativagstratificacdo de risco de recorréncia
(PRESCOTT et al, 2012). Uma vez assumida a impaiggmognostica da mutagdo BRARE
em CPT, pacientes que possuem a mutagdo possivelnpenlerdo receber condutas

terapéuticas e de seguimento clinico mais intesios.

No contexto observado no presente estudol@s mhversos estudos clinicos e
epidemioldgicos que investigaram a mutagdo BRXE em CPT, o papel prognéstico da
mutacdo ainda permanece controverso. Discrepadosiglados apresentados na literatura
dificulta a aplicacéo rotineira da deteccéo da gadaBRAF®°Ena pratica clinica, de modo
que ainda ndo é recomendada para estratificacgogstica (COOPER et al, 2009; ROSARIO
et al, 2013). Como discutido previamente, diversa®es podem ser atribuidas a falta de
evidéncias clinicas mais robustas, tais como aafataria dos pacientes avaliados, a
heterogeneidade dos subtipos histologicos apretenta o numero reduzido de casos

avaliados.

Poucos estudos em CPT avaliaram a associtéoa mutacio BRAEE e etnia.
Meta-analise de Ju-han Lee (2007) apontou que &ds$ociacdo significativa entre raca e
positividade da mutagdo BRA®E (P = 0,598). No entanto, o estudo ¢ limitado pois et
avaliou a associacdo entre populacdes caucasiaasigtieas (LEE et al, 2007). Diferencas
étnicas e geograficas sao fatores que também dseeronsiderados, uma vez que fatores
genéticos e ambientais podem influenciar diferembgzressdes fenotipicas. A populacdo
brasileira é bastante miscigenada e formada p@ogrétnicos variados: caucasianos, negros,
asiaticos e indigenas. Em estudo conduzido na eidadSao Paulo, Oler e Cerutti (2009)
observaram que a mutacdo BRAFE esteve associada com algumas caracteristicasasa®c
com CPT agressivo, tais como tamanho tumoral, Btelastase linfonodal e risco aumentado
de recorréncia. No presente estudo, ndo foi obdarassociagcao significativa entre a mutacao
BRAF6%E e agressividade tumoral. Ainda que os dados rept@s um nimero reduzido de
casos de CPT, a possibilidade de que a discrepssjeiaeal ndo deve ser descartada, uma vez
que a populacdo paulista difere da populacdo bague é majoritariamente composta por

negros e pardos.

Segundo meta-analise de Xin Liu e colabore&l(®014), a maioria dos estudos que

refutou a associacdo entre a mutacio BRXF e agressividade tumoral foi estudos
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conduzidos em paises asiaticos, que, inclusiverta@am elevada prevaléncia da mutacdo em
CPT. Como discutido previamente, populacdes aagséo reconhecidas pelo alto consumo
de iodo na alimentacdo. Ainda ha poucos estudokcpdbs que investigaram o papel deste
mineral na agressividade do CPT. Em estudo condwzith linhagem de células tireoidianas,
Fuziwara e Kimura (2014) reportaram que a protBRAF'®°°F ativa indiretamenteniR-19-

72, grupo de microRNAs capazes de suprimir a esprede TGP na célula tumoral, através
da ativacdo de sinalizacdo Notch. Tratamento desthgas com niveis elevados de iodo
reduziu os efeitos oncogénicos da proteina BRRF ao bloquear a superexpressaaniB-
19-72 e ativagao via Notch, culminando no resta®lento da antiproliferativa via TGF
(FUZIWARA; KIMURA, 2014). Estudo prévio ja havia ostatado a ativagdo da via Notch
regulada pela proteina BRAT#E em cancer de tireoide, sendo inclusive associada a
proliferacdo tumoral (YAMASHITA et al, 2013). Tendam vista que a via Notch ja foi
associada com iniciacdo e progressao tumoral eroragmosseos (SETHI; KANG, 2011), o
efeito protetor de niveis elevados de iodo na algiproteina BRAFE sobre a via Notch
poderia explicar a associac¢éo nula entre a muBBAd-"°°Ce CPT agressivo encontrada nos
estudos que avaliaram populacdes asiaticas. Natentaais estudos sdo necessarios para

esclarecer o efeito do iodo na agressividade tundor&PTin vitro ein vivo.

Diferencas socioecon6micas entre as poputagsudadas também poderiam
justificar as discrepancias nos dados obtidos pealderentes estudos. Devido ao
aperfeicoamento do monitoramento e da deteccdogrepacientes com CPT cada vez mais
apresentam nodulos tireoidianos assintomaticos d#ugdo indolente, diagnosticados
incidentalmente pela USG e outros exames de imagertanto, pacientes com CPT incluidos
em estudos conduzidos em paises que provém agualagdes amplo acesso aos sistemas de
saude tenderdo a apresentar tumores menos extensinoomento do diagndstico e tratamento
inicial. Dessa forma, grande parte destes tumapiiferos podera ndo desenvolver seu carater
mais agressivo. Em contraste, a detec¢ao de turdlonEamente evidentes e que expressaram
fendtipos agressivos pode ser mais frequente esepague possuem um sistema de saude
precario ou mesmo em populagdes que ndo tém agesendimento adequado e de qualidade.
Houve poucos casos de tumores com mais de 40 mme @aresentavam invasao vascular,
EET e metastases a distancia no presente estudopode que nado foi possivel avaliar a
associacio entre a mutacio BR®FF e estes fatores de mau prognostico. Ainda quespikéd
S&o Rafael forneca atendimento ao pulblico cadastradSistema Unico de Saude (SUS), a

maioria dos pacientes atendidos para o diagndsticatamento do cancer de tireoide pertence
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a rede privada. Sendo assim, presume-se que grandalestes pacientes tiveram facil acesso
ao diagnéstico e tratamento da doenca, justificaamtdm a apresentacdo de tumores com

fendtipos menos agressivo no momento do diagndstico

Mesmo diante da possibilidade destas inctémigs enviesarem a definicdo do papel
progndstico da mutagcdo BRARE nio se deve subestimar a hipotese de que aaghocda
mutacdo com aspectos progndésticos convenciona@@Pdoseja apenas indireta ou aparente.
Baseado nas evidéncias de estudos experimentaisilemgem de células e camundongos
transgénicos que demonstraram que a iniciagaogega®ao tumoral pode ser favorecida pela
ativacdo constitutiva da proteina BRAF (KNAUF et 2005; MITSUTAKE et al, 2005;
RIESCO-EIZAGUIRRE, 2006), ainda sugere-se que agaaper sendo seja suficiente para
induzir fenotipo agressivo ao CPT. Devido a indiddéie gendmica promovida pela expressao
da mutacdo BRAFE(MITSUTAKE et al, 2005), tem sido considerado quawtacao torna
as células tumorais vulneraveis a ocorréncia deoswventos oncogénicos, e, inclusive, a
aquisicdo de alteracdes genéticas secundarias aflempativar outras vias de sinalizagcéo
celular e cooperar na progressao e desdiferenctagdaral. Quiros e colaboradores (2005)
observaram mutacdes p53 em todos os CAT BRRFpositivos investigados, sugerindo que
o CAT deriva do CPT BRAYE positivos apos aquisicao adicional de alterac@agticas no
genep53 Mais recentemente, estudos identificaram a ogomméde mutacbes pontuais na
regido promotora do geAd&=RTem cancer de tireoide (LIU, X. et al, 2013; VINAGR al,
2013), sendo associada a tumores clinicamente sigges e de mau progndstico,
principalmente em casos de CPT (MELO et al, 20D%. forma interessante, estudos
subsequentes também reportaram que o papel dagGesitda regido promotora d&ERT
parece requerer e cooperar com alteracbes genatmasnais, por exemplo, com a mutagéo
BRAF69E (LANDA et al, 2013; LIU, X. et al, 2014b). Xing eolaboradores (2014)
observaram que casos de tumores papiliferos qezgaam tanto a mutacdo BRAPE
quanto mutacdes TERT eram clinicamente mais agmesss apresentaram maiores taxas de
recorréncia quando comparados aos tumores que ipos@penas uma destas alteracdes
genéticas. Dessa forma, ha chances que, futuranzedéteccdo das mutacbes TERT aliada a
deteccdo da mutacdo BRAEE poderia auxiliar na estratificacdo prognosticpaleientes com
CPT.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Diante dos contextos apresentados, cada @&z sa faz necessario a conducgéo de
estudos prospectivos multicéntricos, de grandeistisal e bem delineados, com a finalidade

de definir o real papel da mutacdo BRAYE no progndstico do CPT.

Dessa forma, a equipe do LET/ICS pretendeliam@ casuistica no Hospital S&o
Rafael e firmar parcerias com outras instituicoéslicas e/ou académicas do Estado da Bahia
e de outros Estados. Ainda, sempre que possiwkrmle-se priorizar a utilizacao do tecido
fresco como fonte de obtencdo do DNA gendOmico duseptes com CPT com intuito de
garantir amostras de boa qualidade.

Em relacdo ao acesso aos tecidos parafinadogela deverd ser tomada na
verificagdo da qualidade dos materiais. Havera gdmpla utilizacdo de métodoskas
comerciais de extracdo de DNA especificos pardasgbarafinados e, sempre que possivel, a
escolha por estratégias de amplificacéo que posshrepor ou reparar amostras de DNA que,
por ventura, foram degradadas durante o processamerecido parafinado (WGA). Além da
andlise genética, havera o interesse de utilizaétndo de IHQ para deteccdo da proteina
BRAF mutada, bem como para mensuracdo do seu graypilessao através da contagem de

células marcadas nas laminas tratadas com antgorpo

Pretende-se, ainda, realizar a pesquisayicaalteracdes genéticas adicionais que
possam estar envolvidas na progressao tumoraae@sisentes durante o evento oncogénico

da mutagido BRAOE
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10 CONCLUSOES

= N3o houve associacéo da positividade para a nuBRAF®°°E com a maioria dos

aspectos clinicopatolégicos de CPT investigados.

= A presenca de Tireoidite de Hashimoto coexisteata o tumor foi o Unico fator
que, significativamente e de forma independentegesamtou associacdo de protecao da
mutacido BRAKSEem CPT.

= A prevaléncia observada da mutacéo BEAJ, em amostras tumorais analisadas
de pacientes com CPT diagnosticados e tratadospitdl Sdo Rafael, Salvador — Bahia, foi
de 65,1%.
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APENDICE A - ESTADIAMENTO TUMORAL DE CARCINOMAS BEM
DIFERENCIADOS DA TIREOIDE BASEADO NA 7° EDICAO DO SISTEMA
TNMA/AJCC

Nomenclatura:

Regras gerais :

T: extensdo do tumor primario

N: extensio de metdstases em linfonodos regionais (auséncia ou presencga)
M: metastases a distdncia (auséncia ou presenca)

Tx: tumor primdrio ndo pode ser avaliado
TO: ndo hé evidéncia de tumor primério
T1: tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensio, limitado & tireoide
Tlg:=1cm
Tib:>=1cm, mas<=2cm
T2: tumor =2 cm, mas <4 cm, em sua maior dimensdo, limitado 2 tireoide
T2 tumor >4 cm, limitado 3 tireoide; qualguer tumor com invasdo extratireoidiana minima (extensdo ao mus-
culo esterno-tireoidiano ou partes moles peri-tiroidianas)
T4: qualguer tumor que se estende alem da capsula tireoidiana
T4a: tumor que invade qualquer uma das seguintes estruturas: tecido subcutdaneo mole, laringe, traquéia,
esdfago, nervo laringeo recorrente
T4b: tumor gue invade fascia pré-vertebral, vasos mediastinais ou adjacente artéria cardtida
Nx: linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO: néo ha evidéncia de metdstase em linfonodos regionais
MN1: presenca de metastase em linfonodos regionais
N1a: metastase para o nivel VI (linfonodos pré-traqueal e para-tragueal, incluindo
pre-laringeo e o de Delphian)
N1b: metastases linfonodo cervical unilateral, bilateral ou contralateral (niveis I; 1I;
II; IV ou V) ou linfonodo mediastinal superior ou retrofaringeo (nivel VII)

MUO: auséncia de metastase a distancia
M1: presenca de metastase 3 distdncia

Estadiamento tumoral

<45 anos =45 anos
Estddio | Qualguer T  Qualguer ™ MO T1 MO Mo
Estadio Il Qualguer T  Qualguer™ ML T2 MO M0
Estadio I T3 NGO MO
T1-3 MNla Mo
Estadio IVA Tda MNO-1a MO
T1-4a M1b MO
Estadio IVB Tdb Qualguer N Mo
Estadio IVC QualquerT  Qualquer N M1

Fonte: adaptado de AJCC (2010).
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APENDICE B — DESENHOS DE ESTUDO, CASUISTICAS E METODOLOGIAS
APLICADAS POR DIFERENTES ESTUDOS QUE INVESTIGARAM A
ASSOCIACAO DA MUTACAO BRAF V6%E E ASPECTOS CLINICOPATOLOGICOS
DO CARCINOMA PAPILIFERO DE TIREOIDE

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

AHN et al, 2012 Coreia do Sul 107 79,4 Retrospec. TP Manual PCR
BASOLO etal, 2010 Ttalia 1060 44,6 Retrospec. TP NI SSCP/SD
BOMMARITO et al, 2011 Italia 56 50 Retrospec. NI NA PCR
CHAKRABORTY etal, 2011 India 86 53,4 Retrospec. TC NA PCR/SD
ELISEI et al, 2008 Itdlia 102 37,3 Prospec. TP Manual SSCP/SD
FERNANDEZ et al, 2013 Italia 297 58,3 Retrospec. TP Manual PCR/SD
FINKELSTEIN et al, 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 Italia 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 et al, 2011 EUA 219 39,2 Prospec. PAAF NA PCR/FMCA

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

JOO et al, 2012 Coreiado Sul | 148 53,4 Prospec. PAAF NA PCR/Pirosequenciamento
KANG et al, 2013 Coreiado 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 etal, 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 39.4 Retrospec. TP NI PCR/FMCA

LEE et al, 2012 Coreiado Sul | 166 70 Retrospec. TP Manual PCR/SD

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

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

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

NAM etal, 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 etal, 2010 Austrilia 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 45,2 Retrospec. PAAF NA RFLP/SD
PELTTARI etal, 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 Austrdlia 76 45 Retrospec. TP Manual RFLP/SD
STANOQJEVIC etal, 2011 Sérvia 266 31,6 Prospec. TP Manual PCR/SD
SYKOROVA et al, 2010 Rep. Tcheca 242 33,5 Retrospec. TP NI SSCP/SD
ULISSE etal, 2012 Italia 91 48,4 Prospec. TC NA PCR/SD

VIRK etal, 2013 EUA 129 70 Retrospec. PAAF NA PCR

WANG, W. etal, 2012 China 208 55,2 Retrospec. TP NI PCR/SD

XING et al, 2009 EUA 190 384 Prospec. PAAF NA Detecgdo colorimétrica
ZAGZAG etal, 2013 EUA 37 76 Retrospec. TP NA Imunohistoquimica
ZHENG, X. et al, 2012 China 512 51,4 Prospec. TP Laser PCR/SD

ZUOQ 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 aplicdvel RT-PCR: reverse transcriptase PCR TP: tecido parafinado

NI: Nao informado SD: sequenciamento direto

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

Fonte: Elaborado pela autora. Estudos incluidaseta-andlise de Xin Liu e colaboradores (2014).
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APENDICENC — RESULTADOS OBTIDOS DE ESTUDOS QUE INVESTIGARAM A
ASSOCIACAO DA MUTACAO BRAF VBOOE 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 et al, 2010 + = NA + + NA + + NA +
BOMMARITO et al, 2011 = = + = = NA NA = = NA
CHAKRABORTY et al, 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 et al, 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 et al, 2011 = | NA + = NA NA + + NA +
ITO etal, 2009b = = = + NA NA = = = =
JEONG et al, 2013 = + + = + NA + + NA =
JOO etal, 2012 = = NA = = = + + NA +
KANG etal, 2013 = | NA NA = = NA = = NA +
KIM, S. J. etal, 2012 = + NA + = NA + = NA =
KIM, S.K. etal , 2011 + = NA = NA NA = = NA NA
KIM, T. Y. et al, 2006 = + NA + NA = = NA =
KLEIMAN etal, 2013 = = + = = NA + = NA NA
KOPEREK etal, 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. et al, 2005 = = = = = NA = = = =
LUPI et al, 2007 = = NA NA + NA + + NA NA
MOON, H. J. et al, 2009 = + NA = NA NA = = NA

MOON, W. J. etal, 2012 = = NA = = NA = = NA =
NAKAYAMA etal, 2007 + + NA = NA NA + + = +
NAM etal, 2012 = = = = = NA + = NA NA
OLER; CERUTTI, 2009 = = NA = = NA + + NA +
O'NEILL et al, 2010 = = = = = + = = = =
PARK, H. S. etal, 2012 = = NA = = NA = = NA NA
PARK, 8. Y. et al, 2006 + = = = + NA = = NA NA
PATEL, A. etal, 2011 = = NA + = NA + NA NA
PELTTARI et al, 2012 = = NA = NA NA NA = NA NA
PYO etal, 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 +
STANOJEVIC et al, 2011 = = + = = = = = = +
SYKOROVA etal, 2010 = = + = = = NA + = +
ULISSE et al, 2012 + = = = NA NA = = NA =
VIRK et al, 2013 = = + = = NA + + NA NA
WANG, W. etal, 2012 + = NA NA NA NA = = NA =
XING et al, 2009 = = NA = NA NA + + NA +
ZAGZAG et al, 2013 = = NA = = NA + = NA NA
ZHENG., X. etal, 2012 + + NA NA + NA + + = NA
ZUO et al, 2007 + = NA = NA NA = = NA =
Legenda:

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

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

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

Data:

Nome do pesquisador:

0L, R G e aaaaaaaan e L
02. Idade: (aN0S a0 diAgNOSLICO).......uuuurrrreeiries et e e e e e e e e e e e e e e s eeeeees |

03. Sex0:(1) Masculino (2) FEMININO...........oooiiiiieeeee e |

04. Histérico familiar de Cancer de Tireoide: (1) Sim (2) Nao (999) Nao
a1 (0] 1 4= o (o J PP PP P PP P PP PPPPPP L]

05. Data da cirurgia (00/00/0000)..........cceeererrrrnnnnnn s s / /

06. Tipo de Cirurgia: (1) Tireoidectomia parcial (2) Tireoidectomia 1oté3)
Tireoidectomia realizada em outra INSHIUICAO mueee . uieeeeeeeeeeeeeeeeeeiiiiie e L

07. Esvaziamento cervical homolateral:(1) esvaziamento recorrencial (Nivel VI) (2)
esvaz. radical classico (3) esvaz. radical modificdl a V) (4) ndo esvaziado (5) nao
especificado (999) IGNOTAO. ........ciiiie oot [

08. Esvaziamento cervical contralaterét (1) esvaziamento recorrencial (Nivel VI) (2)
esvaz. radical classico (3) esvaz. radical modificdl a V) (4) ndo esvaziado (5) ndo
especificado (999) IGNOTAO. ........cviiie e oottt [

09. Numero do anatomo-patolégico. (999)...........ccceevvvvviinnnnnes ]

10. Tipo histolégica (1) Ca. Papilifero (2) Ca. Folicular (3) Ca. Gétude Hurthle (4) Ca.
Medular (5) Ca. Anaplasico (6) OULIO........cuuuuiiiieeeeeeiiieeeeeee e eeee e |

11. Se Carcinoma papilifero, subclassificacdofl) Classico (2) Variante Folicular (3)
Variante Oncocitica (4) Variante Células Claras\&iante Células altas (6) Variante
Células Colunares (7) Variante Esclerosante Dif(8paVariante Sélida (9) Variante
Cribiforme (10) Com componente insular (11) Cél@dasamosas ou mucoepidermoide
(12) Misto: Papilifero e Medular (13) OULIO...cceeevvveieeeeeeeeeeeeeieeeeeeieeeee, L |

12. Tamanho do maior NOAUIO AP (IMM).....ccuiriiiiiiieiiieeeeeee e [



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.
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Tumor multicéntrico: (1) Nao (2) Unilateral (3) Bilateral .......................... ]
Extensao extra-tireoidiana:(1) Sim (2) Nao (999) Ignorado..............ceeeu.. [
Invasao vascular:(1) Sim (2) Nao (999) Ignorada.............cceeeeeeeeevvveenennnnns [
Estadiamento T:(1) T1 (2) T2 (3) T3 (4) T4 (999) TX ..ceeevi e [
Estadiamento N:(1) NO (2) N1a (3) N1b (4) NX...oovrviiiiiiricemeeiiiie e [ .
Data da iodoterapia: (00/00/0000) (999) se nédo fez..................... / /

Dose de iodof{0) Nao (1) 30 mci (2) 200mCi/ 3,7Gbq (3) 150mM6i5Gbq (4)
e ]
PCI p6s iodoterapia: (1) Captacdo adequada (2) Metastases a dist@)cizaptacao
1= To [=To U = Uo F- USSP |

Metéastase a distancia na PCI pds-dosé€l) Nao (2) Pulmao (3) Figado (4) Ossos (5)
[ 11 1 0 L

Tireoglobulina pds iodoterapia (feita apos 3 mesesda dose de iodo):

Recidiva em qualquer momento do followup(1) Nao (2) local (3) pescoco
homolateral (4) pescoco contralateral (5) Linforedo nivel VI (6) osso (7) figado
(8) PUIMAO0 (9) OULIOS ...ttt emmmmm ettt eeeeen e e e e e e e e |

Status na ultima informacéo: (1) vivo sem doenca (2) vivo com doenca (3) mpae
cancer (4) morte operatoria (5) morte por outra saau6) perdido de
1] v T PP PP PPPPPPPPRPPPPPPRP |
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ANEXO A — PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETIC O
EM PESQUISA DA ESCOLA DE ENFERMAGEM DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DA BAHIA
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ESCOLA DE ENFERMAGEM DA
UNIVERSIDADE FEDERALDA  “QREA ™
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,

Versao: 1

CAAE: 03402212.7.1001.5531

Pesquisador:  Helton Estrela Ramos

Instituigdo: Universidade Federal da Bahia - UFBA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Ntmero do Parecer: 102.280
Data da Relatoria: 11/09/2012

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de pesquisa bicéntrica, de fonte secundaria envolvendo os estados da Bahia e do Parana. Tem como
objeto a mutagéo BRAFG00E em variantes agressivas de carcinoma papilifero e carcinoma anaplésico de
tiredide. E financiado pela FAPESB. Propbe-se a correlacionar a presenca da mutagdo BRAFG0CE com
aspectos citopatologicos e anatomo-patologicos do cincer 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 mutago BRAFVB00E com
agressividade tumoral, recorréncia tumoral, resistdéncia ao radioiodo e mortalidade. Assim sende, a
determinacdo da alteragdo molecular do gene BRAF, mais especificadamente, da transvers&o do nuclectideo
T1799A, ou do produto protéico desta mutaggo, BRAFVB00E, 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 mutagiio BRAFVB00E, .
Apresenta uma reviséo bibliografica pertinente e atualizada que justifica a realizagdo do estudo no aumento da
incidéncia do céncer de tiredide na populagio brasileira.

Objetive da Pesquisa:

Objetivo Primario: A presente proposta visa otimizar a anélise da mutaggo BRAFVG0CE e torna-ia factivel em
nosso meio, acumulando resultados sélidos que permitam referendar a investigago molecular do cancer de
tirecide mais agressivo, pouco diferenciado/indiferenciado e resistente ao radioiodo, como um método
coadjuvante util na pratica clinica.

Objetivos Secundérios: - Padronizar a técnica de detecgio da mutagio BRAFVG00E em cancer de tireoide no
estado da Bahia; - Determinar a prevaléncia da mutagio somatica BRAFVE00E em variantes agressivas de
CPT, tumores resistentes ao tratamento com radioiodo e carcinoma indiferenciado de tiredide; - Estabetecer
correlacéo entre aspectos clinicopatoldgicos e positividade da mutacio BRAFVE00E .

Avaliagdo dos Riscos ¢ Beneficios:

Os riscos estido ausentes para o sujeito por se tratar de estudo retrospectivo. Como beneficios o autor
apresenta ;A utilizag8o do marcador prognostico molecular de identificacdo da mutacio BRAFVB00E podera,
possiveimente, promover, por exemplo: a) a indicag@o de radioiodoterapia em altas doses para tumores de
baixa agressividade; b) a realizagéo excessiva de exames e testes diagnosticos em tumores néo agressivos; ¢)
identificagdo de lesbes de comportamento biolégico mais invasivo; d) intensificagéio no follow-up de lesfes de
alto risco de recorréncia; e) reducio 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



ESCOLA DE ENFERMAGEM DA ‘
UNIVERSIDADE FEDERAL DA g
BAHIA

tumoral; f) redug@o 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 BRAFVB0OE é marcador molecular
prognéstico de outros tipos tumorais como melanoma e cancer do sistema digestdrio, podendo assim, a
padronizagdo do método ser Gtil em outras areas de pesquisa e especialidades médicas. Um outro ponto
importante é que este projeto serve de ponio de partida para a detecgéo de mutacdo BRAF em material de
pungéo aspirativa de agulha fina, no estabelecimento de diagnéstico de carcinoma papilifero. Como marcador
molecular de carcinoma, este procedimento podera diminuir o indice de exames citol6gicos ndoc-conclusivos em
material de biépsias de agulha fina de tumores tireocidianos e realizar avaliagio prognéstica na fase
précperatdria, podendo influenciar na extens3o da conduta cirdrgica adotada, e consequentemente otimizar o
tratamento clinico oferecido acs pacientes na rede hospitalarg,

Comentéarios 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 diagnéstico etratamento precoce, estabelecendo um padrdo de atendimento e contribuindo
para a construgdo do conhecimento sobre esta tematica.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

A presenie proposta dispensa a elaboracdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido uma vez que se
trata de um estudo retrospectivo, onde serdo colhidos dados presentes em iaudos anatomopatologicos,
respeitando e garantindo a confidencialidade dos dados dos pacientes.Os documentos obrigatorios solicitados
foram anexados a proposta.

Recomendagoes:
NSA

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgées:
Néo apresenta pendéncias.

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagiio da CONEP:
Nao

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

SALVADOR, 19 de Setembro de 2012

i i B " 7
AL ,é«’m-m'kq, {lono

Assinado por:
DARC! DE OLIVEIRA SANTA ROSA

Endereco: Rua Augusto Viana S/N 3° Andar
Bairro: S/N CEP: 75.000-000
UF: BA Municipio: SALVADOR

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



APROVACAO DA DIRETORIA MEDICA

Declaro que conheco o projeto intitulado “Andlise da mutagGo BRAFV62E em
variantes agressivas do carcinoma papilifero e carcinoma anaplésico de
tireoide”, que tem como Pesquisadores Responsdveis, Dr. Helton Estrela
Ramos, e Dr. Claudio Rogério Alves de Lima, e que, nosso servico 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 aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa.

Salvador, 1 de by de 019 .

fiio b

Dra. Liliana Ronzoni
Diretora Médica
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