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I. RESUMO

RASTREIO DA PRESENCA DA MUTACAO BRAFY EM
CARCINOMA PAPILIFERO DE TIREOIDE ASSOCIADO A TIREOIDITE DE
HASHIMOTO.

Introdugio: A mutagio BRAF"*"" ¢ a mais prevalente no carcinoma papilifero
de tireoide (CPT) e possui importdncia na oncogénese e progndstico. A importancia
clinica da presenca de Tireoidite de Hashimoto (TH) associado ao CPT tem sido
estudada, e mais recentemente, a sua associacdo com a mutacio BRAFY®*F, Objetivos:
Avaliar a prevaléncia da mutagio BRAFY*F em CPT associado a TH e sua associagio
com aspectos clinico-patoldégicos. Metodologia: Estudo retrospectivo de corte
transversal unicéntrico com casos consecutivos de CPT de individuos tratados no
Hospital Sao Rafael — Monte Tabor, Salvador, Bahia, Brasil. Foi realizada a coleta de
dados clinicos e anatomopatoldgicos mediante revisdo de prontuarios. Reacdo em
cadeia da polimerase foi realizada para amplificagdo do exon 15 do gene BRAF a partir
de DNA extraido dos tecidos tumorais emblocados em parafina pos-tireoidectomia. A
leitura dos resultados da PCR deu-se por eletroforese das amostras obtidas em gel de
agarose ¢ a confirma¢io da mutagio BRAF'F foi feita através de sequenciamento
direto. Resultados: 43 sujeitos portadores de CPT foram estudados, dos quais 17
(39,4%) possuiam concomitante diagnostico de tireoidite de Hashimoto. Destes, 7
apresentavam a mutagio BRAF " confirmada pelo estudo genético realizado,
enquanto 10 (66,7%) foram BRAF"**F negativos. A presenca dessas duas condi¢des e
da mutagdo BRAF"*"F foram confrontadas em analise univariada, resultando em uma
associacdo negativa significante (p:0,008). Em andlise multivariada, essa relagdo
mostrou-se independente (p:0,024). Conclusdes: A presenga de TH coexistente com o
CPT pode ser fator independente de protegdo a mutagio BRAF" "

Palavras-chave: 1. BRAF'®; 2. Carcinoma papilifero de tireoide; 3.
Tireoidite de Hashimoto.



IL. OBJETIVO

II.1. Geral:

V600E .
em casos de carcinoma

Determinar a prevaléncia da mutacdo BRAF
papilifero de tireoide associado a tireoidite de Hashimoto, em individuos tratados no

Hospital Sdo Rafael — Monte Tabor, Salvador, Bahia, Brasil.

I1.2. Especifico

Determinar, em casos de carcinoma papilifero de tireoide associado a tireoidite

V600E

de Hashimoto, a associa¢do da mutacio BRAF e aspectos clinico-patologicos.



III. REVISAO DA LITERATURA

1. Cancer de tireoide

O cancer de tireoide ¢ a neoplasia enddcrina mais frequente em todo o mundo e
sua incidéncia vem crescendo significativamente nos ultimos anos, sendo atualmente
responsavel por cerca 1% de todas as neoplasias malignas'~. Esse cancer ¢ mais
frequentemente diagnosticado entre pessoas do sexo feminino e ¢ mais comum na faixa
etaria entre 20 e 50 anos de idade’. A tltima estimativa mundial apontou a ocorréncia de
300.000 novos casos de cancer de tireoide no mundo em 2012>°. No Brasil, segundo o
Instituto Nacional do Cancer (INCA), a estimativa para 2016 foi de 5.870 novos casos

7
em mulheres € 1090 novos casos em homens'.

Figura I: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados

para 2016 por sexo, exceto pele ndo melanoma

Localizacdo primaria  casos novos % Localizacdo primaria casos novos %
T bostata 61200 2% oo MamaFeminina 57960 281% |
o . Homens )
Traqueia, Bronquio e Pulmdo 17.330 8,1% Colon e Reto 17.620 8,6%
Colon e Reto 16.660 7,8% Colo do Utero 16.340 7,9%
Estomago 12,920 6,0% Traqueia, Bronquio e Pulmdo  10.890 5,3%
Cavidade Oral 11.140 5,2% Estomago 7.600 3,7%
Esofago 7.950 3,7% Corpo do Utero 6.950 3,4%
Bexiga 7.200 3,4% Ovario 6.150 3,0%
Laringe 6.360 3,0% Glandula Tireoide 5.870 2,9%
Leucemias 5.540 2,6% | Linfoma ndo Hodgkin 5.030 2,4%
Sistema Nervoso Central 5.440 2,5% - Sistema Nervoso Central 4,830 2,3%

Fonte: INCA, 2016

A situacdo do cancer de tireoide no Brasil, quanto & sua incidéncia e
mortalidade, se mostra semelhante a situagdo mundial®. Desde a década de 1970,
estudos indicam que o numero de casos de neoplasias malignas da tircoide vem
crescendo em muitos paises'. Ha evidéncias, segundo o Cancer Incidence in Five
Continents, publicado em 2007, de que as taxas de incidéncia destas neoplasias
aumentaram cerca de 5 vezes entre os anos de 1973 e 2002°°. O incremento
significativo nas taxas de incidéncia tem sido atribuido, principalmente, a melhoria das
técnicas de detecgdo dos nddulos tireoidianos e sua malignidade (foco especial para a
PAAF — pungdo aspirativa por agulha fina), além de maior facilidade de acesso a
exames de rastreio, como a ultrassonografia'”*!°. Apesar do grande aumento de casos

de neoplasias da tireoide, a taxa de mortalidade em decorréncia da doenga nodular
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tireoidiana vem sofrendo importante reducdo no Brasil e no mundo ". A explicac¢do para
a diminuicdo de tais taxas se baseia fundamentalmente na deteccdo precoce das

. . ., . . 5
malignidades e nos avangos dos seus tratamentos cirurgicos e adjuvantes”.

As neoplasias epiteliais de tireoide podem ser divididas em alguns grupos
maiores, neoplasias diferenciadas, ndo diferenciadas e neoplasias medulares®. As
neoplasias bem diferenciadas podem ser de dois subtipos: derivadas das células
foliculares, carcinomas papiliferos e foliculares, e derivada das células parafoliculares,
carcinoma medular da tireoide, que forma seu proprio grupo na classificagio™''. A
forma indiferenciada do tumor ¢ classificada como carcinoma anaplasico de tireoide,

também derivado de células foliculares™®.
2. Carcinoma papilifero de tireoide

O carcinoma papilifero de tireoide (CPT) constitui o histotipo mais prevalente
das neoplasias de tireoide, podendo representar cerca de 90% delas''. O CPT é uma

. , g . . 12
neoplasia de alto indice de cura, com sobrevida em 10 anos maior que 90% ~.

O CPT ¢, normalmente, uma doenca indolente e de curso crénico’®. O curso
clinico e o progndstico variam com uma série de aspectos clinico-patolégicos
relacionados com a agressividade da doenca, cariter metastitico e potencial de
reicidiva. Existem muitas variantes histologicas do CPT, e algumas delas, como a
variante de células altas, a variante de células colunares e a esclerosante difusa,
apresentam maior agressividade e sdo reconhecidas como neoplasias de maior grau de
malignidade'®. As caracteristicas clinico-patolégicas mais relevantes no prognostico
incluem idade menor que 20 e maior que 60 anos, sexo masculino, extensdo
extracapsular do tumor, invasdo vascular e presenga de metéstases (loco-regional ou a

. A 141516
distancia) .

Essas caracteristicas clinico-patoldgicas e a progressao da doenga se relacionam
muitas vezes com alteragdes genéticas, que podem promover a carcinogénese por gerar
desequilibrio entre os fatores oncogénicos e supressores tumorais'>. A formagdo de um
tumor depende da proliferacdo desordenada de células, que resulta do aumento da
quantidade de fatores de crescimento ou de transcri¢do, da maior expressdo de seus

~ . . . ~ - 15
receptores ou de alteragdes em cadeias de sinalizagdo intracelular .

Molecularmente, o CPT esta fortemente relacionado a algumas alteragdes

genéticas, havendo evidéncias de que cerca de 70% destas neoplasias apresentam



mutagdes que provocam ativagdo constitutiva da via MAPK (mitogen-activated protein
kinase)'”. Essa ativacio decorre de rearranjos no gene RET/PTC ou de mutagdes

pontuais nos genes RAS ou BRAF",

A mutacdo pontual no oncogene BRAF no cdédon V60OE ¢ a mutacdo mais
comum em CPT, estando presentes em 30-80% dos casos de CPT'*'". O gene em
questdo codifica uma proteina, BRAF, que ¢ uma serina-treonina quinase, da familia
RAF'. A mutacio referida promove a ativagio do gene BRAF ¢ a producio de uma
variante constitutivamente ativa dessa proteina, devido a uma substituicdo de um
aminodcido na cadeia protéica, valina por 4cido glutdmico na posi¢ao 600 da cadeia
(V60OE)". Essa ativacio constitutiva é a responsavel pela ativagdo consequente da via

~ . - 19,20
MAPK e sua relacdo com surgimento e comportamento de neoplasias .

A mutacdo do gene BRAF estd associada a uma gama de neoplasias humanas,
dentre as quais podemos destacar os melanomas ¢ os CPT*'. Em relagio as neoplasias
de tireoide, alguns estudos trazem que a mutacdo BRAF ¢ quase que exclusiva deste
tipo de carcinoma, ndo se fazendo presente em outros tipos de carcinomas

. . 19
diferenciados .

Muitos estudos relacionam positivamente a presencga dessa mutacdo com aquelas
caracteristicas clinico-patolégicas que indicam a progressdo mais maligna da doenca e
que sdo relacionadas com sua recorréncia'®. Essa mutagio ¢é, também, associada
diretamente com a progressdo clinica da doenca, recorréncia e pior resposta ao

17
tratamentoM’ .

3. Tireoidite de Hashimoto

A tireoidite de Hashimoto (TH) ou tireoidite linfocitica cronica foi
primeiramente descrita em 1912. Trata-se de uma doenga auto-imune caracterizada por
infiltracdo cronica e difusa do parénquima tireoidiano por linfocitos, que pode evoluir
para fibrose e atrofia da glandula'”***. A TH ¢ cerca de 15 vezes mais comum em
mulheres e a faixa etaria de diagnostico varia principalmente entre os 30-50 anos de
idade®. Esta patologia, cuja incidéncia vem crescendo mundialmente, é a principal causa
de hipotireoidismo na populacio com oferta de iodo normal, excluindo-se

. . C g , . . . . 18.22.24
hipotireoidismo secunddrio a tireoidectomia """,

A TH se desenvolve como consequéncia de uma interacdo entre fatores

genéticos e ambientais que culminam na deficiéncia de regulacdo do sistema imune dos
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individuos e consequente falha na atividade de linfocitos T supressores na destruicdo de

e - . . NPT 23,25
linfocitos sensibilizados por antigenos proprios tireoidianos™

. A resposta imune
autorreativa ¢ desencadeada por evento inflamatorio inicial com exposi¢do dos auto-
antigenos em pacientes susceptiveis geneticamente’. A presenca desses antigenos
proprios culminam, entdo, na atividade citotoxica de células natural killer e na intera¢do
entre linfocitos T e B com consequente produgdo de auto-anticorpos contra o tecido

glandular®.

A TH a microscopia se caracteriza pela presenca de infiltrado difuso cronico
linfocitico, plasmocitario e de macréfagos, podendo haver ou ndo fibrose e atrofia do
parénquima glandular®*. Clinicamente, em consequéncia do processo inflamatério, os
pacientes portadores dessa doenca podem apresentar aumento do volume glandular e,
devido a destruicdo de parénquima e fibrose, um quadro de hipotireoidismo. O
diagnéstico de TH ¢ sustentado em pacientes que apresentam bocio e hipotireoidismo

na presenca de auto-anticorpos anti-tireoide ou entio por confirmagio microscopica®.
4. Carcinoma papilifero de tireoide e tireoidite de Hashimoto

Desde 1955, quando Dailey e colaboradores estabeleceram associacao entre TH
e CPT, demonstrando que 17,7% dos pacientes com CPT eram também portadores de
TH, muitos estudos seguindo essa linha de pesquisa se iniciaram™*’. Contudo, até os
dias de hoje, a relagdo entre essas patologias ainda ndo ¢ bem definida, uma vez que

. . 18,22
existem muitos dados controversos

. Trabalhos recentes ainda apontam a incerteza
quanto a relagcdo etioldgica entre essas doencas, no sentido de que ndo ¢ bem
estabelecido se a TH favorece o surgimento do CPT ou se este precipita a tireoidite™.
Alguns estudos indicam que a presenga de TH pode atuar aumentando os riscos de

. . 22
desenvolvimento deste carcinoma™.

Outra tendéncia da literatura ¢ que a TH se caracteriza como fator protetor, uma
vez que os casos de CPT com TH concomitantes foram descritos como menos
agressivos, sendo menos associados a extensdo extratireoidiana, metéstases locais e
reicidivas®.

A associacdo entre TH e CPT se amplia ainda mais, abrangendo, além desses
aspectos clinico patologicos de malignidade e agressividade, estudos de base
moleculares. Muitos estudos mostram associacdo entre TH+CPT e a presenca da

mutagdo BRAFY*F. Apesar de ainda ndo bem estabelecida na literatura, a presenca de
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V600E

TH pode estar relacionada com menor frequéncia da mutacdo BRAF e favorecer,

entdo, a forma menos agressiva do carcinoma, uma vez que essa mutagdo ¢ considerada

fator independente de prognostico negativo para o CPT****,

O presente estudo mostra-se relevante para a comunidade cientifica, uma vez
que visa analisar a relacdao entre TH e CPT, duas doencas de prevaléncia e incidéncia
consideraveis na sociedade. Além disso, esse estudo se propde a associar fatores

V600E

genéticos (mutacdo BRAF ) e clinico-patolégicos (TH) em relagdo ao CPT, o que

promovera maior conhecimento sobre a neoplasia maligna em questao.
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IV.  METODOLOGIA

Populacgio de estudo e procedimentos de coleta de dados

Este trabalho surge como um subprojeto de um trabalho mais amplo realizado
em 2014 para uma dissertacdo de mestrado sob o titulo de “Andlise da Mutagao
BRAFYF em Carcinoma Papilifero de Tireoide”. E, portanto, um estudo desenvolvido
a partir da coleta de dados secundarios oriundos de um estudo retrospectivo de corte
transversal unicéntrico com casos consecutivos de CPT de individuos tratados no
Hospital Sao Rafael — Monte Tabor (HSR), localizado na cidade de Salvador, Bahia, no
periodo de janeiro de 2012 a janeiro de 2014. O HSR conta com servicos de referéncia
para o diagnostico e tratamento do cancer de tireoide, o Servigo de Cirurgia de Cabega e
Pescoco (SCCP/HSR), Servico de Anatomia Patologica e Citopatologia do HSR
(SAPC/HSR), e o Servico de Medicina Nuclear (SMN/HSR).

A selecdo de casos iniciou-se com identificacdo de sujeitos diagnosticados com
neoplasia maligna de tireoide (codigo C73, segundo a Classificagdo Internacional de
Doengas - CID) através do sistema eletronico interno de base de dados do SAPC/HSR.
A populacao de referéncia para o estudo incluiu apenas os sujeitos identificados através
deste banco de dados eletronico que haviam sido diagnosticados com CPT e tratados
cirurgicamente (por meio de tireoidectomias parciais ou totais) no HSR. Uma populagao

de 544 pacientes resultou dessa selegao.

Realizou-se a busca dos blocos de parafina desses individuos, os quais
continham o tecido tumoral ressecado cirurgicamente e fixado em formalina, além das
laminas coradas com hematoxilina-eosina (HE), previamente confeccionadas na época
do diagndstico anatomo-patologico. Nos casos em que as laminas estavam ausentes ou
inadequadas para avaliagdo microscopica, novas laminas foram confeccionadas e
coradas com HE. As laminas obtidas foram submetidas a uma revisdo cega por dois

médicos patologistas, da mesma institui¢do, para confirmagao diagnostica de CPT.

Do total de 544 casos, 183 ndo foram incluidos no estudo devido as seguintes
razdes: 7 laudos anatomopatologicos estavam ausentes; 144 casos tratavam-se de
microcarcinomas papiliferos; e a localizagdo dos blocos parafinados contendo o tecido
tiredideo ressecado cirurgicamente nao foi possivel em 32 casos. Restaram ao final
dessa busca 361 individuos, cujos prontudrios fisicos e/ou eletronicos foram

encaminhados para revisdo. Esta revisdo obedeceu a um protocolo previamente
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estabelecido (anexo 1), que foi elaborado por uma equipe de médicos colaboradores do
estudo, experientes nesta area de atuacao e de diferentes especialidades (endocrinologia,
cirurgia de cabeca e pescogo, patologia clinica e medicina nuclear). Este protocolo
preconizava a coleta de dados clinicos e anatomopatoldgicos relevantes, a qual foi
efetuada por pessoal treinado para este fim. Os protocolos revisados foram numerados,
para preservar o sigilo e a identidade pessoal dos pacientes, e armazenados em caixa-
arquivos no Laboratorio de Estudo da Tireoide, no Instituto de Ciéncias da Saude,
Universidade Federal da Bahia, (LET/ICS). Posteriormente, foi realizada a
sistematizacdo das informacgdes coletadas em um banco de dados através do pacote

estatistico SPSS Statistics for Windows, Version 22.0 (IBM, Armonk).

A partir da andlise do banco de dados desenvolvido na pesquisa, notou-se que 53
pacientes ndo possuiam estadiamento tumoral completo (TNM), o que os tornava
inelegiveis para o estudo. Em consequéncia a essa exclusdo, a populagdo de estudo se
constituia nesse momento de 308 pacientes.

A partir da populacdo de referéncia foi realizado o calculo do tamanho amostral,
que se baseou em uma taxa de prevaléncia média de 56,3% da mutagdoo BRAF " em
CPT observada em metanadlise realizada em 2014 por Xin Liu e colaboradores. O
tamanho do universo amostral considerado para o célculo foi o nimero de casos de CPT
diagnosticados no HSR durante o periodo ja citado anteriormente entre 2012 e 2014
(544 casos). O nimero de casos obtidos apds calculo amostral foi de 224, tendo em
vista o intervalo de confianca de 95% (IC 95%). Assim, dentro do universo restante de

308 pacientes, houve a selecdo de 224 casos consecutivos de CPT.

Buscou-se, em seguida, a obtencdo das amostras tumorais dos 224 casos
selecionados. Foi realizada a identificagdo microscopica da area tumoral e marcagdo
direta desta area na ldmina corada. As amostras de tecido parafinado foram obtidas por
meio de cortes histologicos de espessura de 10um de cada caso/bloco para confecgdo de
novas laminas. A coleta do material decorreu através da sobreposicdo da lamina corada
e demarcada previamente com as novas de 10um e dissec¢d@o manual de cada uma delas,
com navalha estéreis e descartaveis. Os dois tipos de material coletados (parte tumoral e
parte ndo tumoral) foram colocados em dois eppendorfs autoclavados e identificados
separadamente, tendo sido feitas duplicatas para cada caso. Para essa analise, foram

coletados amostras (tumorais ¢ ndo tumorais) de 135/224 casos (60,2%).
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. s~ ~ V600E
O passo seguinte se baseou na avaliagdo da mutagio BRAF , processo que

dependeu da realizagdo incial de desparafinizacdo da amostra, seguida da extracdo de
DNA genomico e amplificagdo pela reagdo de PCR (polymerase chain reaction). A
extracdo do DNA foi feita seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante do
Puregene Core Kit B (Maryland, QIAGEN Sciences). Do volume obtido, 2ul foram
utilizados para analise da pureza do DNA (A260/A280) e de sua concentracdao (ng/ul)
através do aparelho Nano Espectrofotometro KASVI Modelo 23-0002. As amostras de

DNA foram estocadas em freezer -20°C até inicio das demais analises.

A padronizagdo da técnica de PCR dependeu do desenho prévio dos primers a
serem utilizados no processo. Os primers desenhados foram descritos por Kimura e
colaboradores (2003), sendo eles complementares as sequéncias nucleotidicas anterior e
posterior (respectivamente alvos do primer sense e antisense) do exon 15 do gene
BRAF descrito na sequéncia de referéncia disponivel no Genbank (banco de dados de
sequéncias genéticas disponivel no National Center for Biotechnology Information -
NCBI) sob o codigo NG 007873.3. Para a padronizagdo foram levados em conta:
quantidade de DNA molde; concentragdo dos primers; temperatura de pareamento dos
primers; concentracdo do reagente cloreto de magnésio; e nimero de ciclos no
termociclador Veriti 96 Well (Applied Byosistem, Foster City). Sendo assim, a
amplificagdoo do exon em questdo aconteceu mediante uso de 5-100ng/ml de DNA
gendmico em volume total de 20ul, contendo 7.5pmol de primers sense e antisense
(Invitrogen, Carlsbad), 100ul de dNTPs, 2,0mM de MgCl,, Platinum Taq DNA
polimerase high fidelity, tampdo e agua de PCR (Invitrogen, Carlsbad). A PCR foi
realizada com etapa inicial de desnaturacdao a 95°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos
de 95°C por 30 segundos, temperatura de anelamento de 58°C por 30 segundos e
temperatura de extensdo de 72°C por 45 segundos, e, por fim, uma etapa de extensdo

final de 5 minutos a 72°C.

A leitura dos resultados da PCR deu-se por eletroforese das amostras obtidas em
gel de agarose a 1,5%, preparado com UltraPure™ Agarose (Invitrogen, Carlsbad)
diluida em tampdo Tris/Borato/EDTA (TBE) 1X (UltraPure™ Buffer, Invitrogen,
Carlsbad) e acrescida de 0,1ul/ml de Sybr Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, Carlsbad). O
gel de agarose com as amostras era submetido a uma corrente de 90V durante 45
minutos em sistema de eletroforese horizontal (Loccus Biotecnologia, Modelo LCH

13x15, Cotia). Uma posterior andlise do gel em transiluminador Safe Imager 2.0 Blue
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Light (Invitrogen, Carlsbad) determinava o sucesso da PCR quando da visualizacdo de

bandas tinicas contendo 23 1bp.

Em casos de auséncia de amplificagdo do éxon 15 do gene BRAF, novas
extracdes de DNA gendmico a partir das duplicatas foram realizadas, dessa vez
utilizando protocolos especificos para extracdo de DNA a partir de tecidos parafinados
(OIdamp FFEE Tissue Kit —Maryland, QIAGEN Sciences— e ReliaPrep™ gDNA
Miniprep System —Madison, Promega—). Apos reextracdes, as amostras obtidas
passaram pelas mesmas etapas de amplificacdo e andlise dos resultados da PCR ja

descritas.

Das 135 amostras coletadas, a maioria dos casos elegiveis para o estudo (92/135;
68,1%) apresentou amostras inadequadas para a realizagdoo de analise molecular, ainda
que reextragdes com kits especificos para tecidos parafinados tenham sido realizadas.
Apesar da concentracdo de DNA (>100ng/mL) e razdes 260/280 adequadas (1.8-2.0),
nao houve amplificacdo do exon 15 do gene BRAF em 92 amostras.

V600E

Assim, so foi possivel a andlise da mutacioo BRAF em amostras tumorais

V600E as amostras

de 43 pacientes. Para confirmagdo da existéncia de mutacdo BRAF
positivas foram submetidas a purificacdo através de colunas do Purelink Quick PCR
Purification Kit (Invitrogen, Carlsbad) e a sequenciamento direto em placas utilizando
2,5pmol dos primers (foward e reverse) e reagentes do BigDye® Terminator v2.1 Cycle
Sequencing Kit (Invitrogen, Carlsbad). A precipitagdo da reacdo de sequenciamento
deu-se através da utilizagdo de solugio de isopropanol 70% e com adigio de Hi-Di™
Formamide (Applied Biosystem, Foster City). Em seguida, as amostras foram injetadas
em sequenciador automatico multicapilar ABI PRISM XL3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystem, Foster City), localizado na plataforma de sequenciamento do

ICS/UFBA.

As sequéncias de DNA obtidas foram visualizadas através de eletrosferogramas
gerados pelo sequenciador utilizando o programa BioEdit Sequence Alignment Editor,
versdo 7.2. A andlise deu-se mediante comparacdo das sequéncias obtidas com as

sequéncias de referéncia contidas no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genebank). A

similaridade se confirmou pelo programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST),
disponivel pelo NCBI. A positividade da mutagio BRAF " foi confirmada com a
presenga da alteragdo TI1799A em heterozigose ou em homozigose nos

eletrosferogramas avaliados.
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Variaveis

As varidveis escolhidas para serem utilizadas na caracterizacdo da populagdo do
presente estudo, quanto as suas caracteristicas clinicas e patoldgicas, foram 12. Sexo,
idade e historico familiar de cancer de tireoide sdo as varidveis que proporcionam
conhecimento sobre as caracteristicas clinicas dos participantes. Quanto aos dados
histopatologicos, foram escolhidos os seguintes: subtipo histolégico da neoplasia,
tamanho do tumor, presenca de tireoidite de Hashimoto, multifocalidade, invasdo
vascular, extensdo extratireoidiana, metastase linfonodal, metastase a distancia ¢

estadiamento tumoral TNM.

Para a andlise mais aprofundada e concretizacdo dos objetivos aos quais se
propde este estudo, as variaveis foram a presenca de tireoidite de Hashimoto e a

V600E

presen¢a da mutagdo BRAF , que foram confrontadas e submetidas a andlises uni e

multivariadas.
Analise estatistica

Os casos incluidos no estudo (43) foram divididos em dois grupos de
comparagdo: pacientes com diagnostico concomitante de TH e CPT e outro grupo de
pacientes com CPT e sem diagnostico de TH. Posteriormente fez-se a comparagao

V600E

estatistica referente a presenga da mutacio BRAF associado a CPT em relagdo a

exposicao a TH e a ndo exposi¢ao.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa SPSS Statistics for
Windows, Version 22.0 (Armonk, IBM). A positividade da presenga da mutacdo foi
confrontada com a existéncia de tireoidite de Hashimoto e CPT, através de Teste de Qui
quadrado e o Teste Exato de Fisher. Regressdo logistica multivariada foi utilizada para
identificar possiveis associagdes independentes. Valores de odds ratio (OR) foram
determinados para investigar a intensidade das associagdes. Os resultados dessa
associacdo foram considerados estatisticamente significantes com base no valor de

p<0,05 em intervalos de confianca de 95%.
Aspectos Eticos

O estudo se guiou pela declaracdo de Helsinki de 1989 e pela resolugdo 466/12
do Conselho Nacional de Saude ao tratar de pesquisas envolvendo seres humanos. Esse
trabalho foi aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa (CEP) da Escola de

Enfermagem da Universidade Federal da Bahia ap6s submissdo do projeto no sistema
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eletronico da Plataforma Brasil, base nacional e unificada de registros de pesquisas
envolvendo seres humanos. Apds andlise e aprovagao do projeto pelo CEP (Anexo 2), a

participagdo do HSR foi consentida pela Diretoria Médica da instituicdo (Anexo 3).

Nao houve necessidade de aplicagdo do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido porque o estudo foi realizado por meio de andlise de laudos de pacientes ja
diagnosticados e tratados, e o material usado foi proveniente de micro-cortes dos blocos
de parafina dos pacientes. Pode-se ainda lembrar que o sigilo de todas as informagdes

foi respeitado durante todo o curso da pesquisa.
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As caracteristicas gerais, incluindo todos os dados clinico-patologicos dos 43

pacientes analisados encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas gerais dos individuos incluidos no estudo

Caracteristicas N (%)
Total =43
Dados clinicos
Idade (anos)
Média + DP' 37,04 £ 13,58
Amplitude 12-78
<45 anos 34 (79)
<21 anos 5(11,6)
22-44 anos 29 (67.,4)
> 45 anos 921
> 60 anos 3(7)
Sexo
Feminino 40 (93)
Masculino 3(7)
Historia familiar de cdancer de 6 (14)
tireoide
Dados histopatologicos
Subtipo histolégico
Forma classica 32 (74,4)
Variante folicular 8 (18,6)
Variante de células altas 1(2,3)
Variante oxifilica 1(2,3)
Variante trabecular 1(2,3)
Tamanho tumoral (mm)
Média + DP 19,23 £ 11,36
Amplitude 5-50
< 10mm 11 (25,6)
> 10mm 32 (74,4)
< 20mm 21 (48,8)
21-39mm 7 (16,3)
> 40mm 4(9,3)
Tireoidite de Hashimoto 17 (39,4)
Multifocalidade 23 (53.5)
Invasdo vascular 3(7)
Extensao extratireoidiana 3(7)
Metdastase linfonodal 18 (41,9)
Metdstase a distincia 24,7
Estadiamento tumoral (TNM)*
/11 37 (86)
1/1v 6 (14)

' DP: desvio padrdo. * TNM (4JCC, 2010)
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O presente estudo analisou os dados referentes a 43 pacientes portadores de
CPT, sendo em sua maioria pacientes do sexo feminino (40/43; 93%). Os pacientes
incluidos estavam entre 12 e 78 anos de idade, a maioria deles, 34, tinham menos de 45
anos de idade (79%). Ao dividir os pacientes em trés faixas etdrias, com 21 anos ou
menos, entre 22-44 anos de idade e com ou maiores de 45 anos, percebeu-se que nesta
populacao, a parte mais significativa, 29 pacientes, se enquadrava na faixa entre 22 e 44
anos (64,7%). A média de idade entre os participantes do estudo foi de 37,04, com
desvio padrdo de +13,58. Ainda sobre os dados clinicos dos participantes da pesquisa, 6
deles possuiam historico familiar de cancer de tireoide, o que representa 14% dessa

amostra.

Quanto aos dados histologicos, a variante histologica predominante foi a forma
classica do carcinoma papilifero de tireoide, diagnosticada em 32 pacientes, o
equivalente a 74,4% da amostra em questdo. A variante folicular foi encontrada em 8
pacientes, 18,6% dos casos, e as demais variantes encontradas, de células altas, oxifilica

e trabecular, foram responsaveis, cada uma delas, por apenas 1 dos casos, 2,3%.

Quanto ao tamanho tumoral, a média foi de 19,23mm, tendo ocorrido uma
variacao de tamanho de 5 a 50mm, com a maioria dos tumores, 32 (74,4%) medindo
mais que 10mm. Em 48,8% dos casos os tumores tinham tamanhos entre 10 e 20mm, e
apenas 4 casos, 9,3%, foram de tumores maiores que 40mm. Parcela significativa das

amostras, 11 casos, mostraram tumores menores que 10mm.

Tireoidite de Hashimoto foi diagnosticada em 17 pacientes do estudo, com

prevaléncia amostral de 39,4%.

Algumas caracteristicas de agressividade tumoral, como multifocalidade,
invasdo vascular, extensdo extratireoidiana, metastase linfonodal e a distancia também
foram analisadas. Multifocalidade esteve presente em pouco mais de metade dos
pacientes, 53,5% deles. Metastase linfonodal acometeu 41,9% dos pacientes analisados.
Invasdo vascular, extensdo extratireoidiana e metdstase a distdncia apresentaram as

seguintes prevaléncias, respectivamente: 7%, 7% e 4,7%.

Quanto ao estadiamento, de acordo com a classificagdo TNM, a maioria dos
pacientes estudados, 37 (86%), foi classificada como portadores de doenca em estadios
clinicos I e II, enquanto 6 pacientes, 14%, foram classificados em estadios clinicos

avancados, Il e IV.
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Tabela 2. Estudo da presenca da mutacio BRAF'*"* nos 43 individuos
estudados
Amostras com BRAF + BRAF -
amplificacdo efetiva
do exon 15 do gene
BRAF
43 28(65,12%) 15(34,88%)

Das 43 amostras coletadas, a amplificacdo do éxon 15 do gene BRAF indicou,
apos analise da PCR e sequenciamento, a positividade para a mutagdo estudada,

BRAF*F em 28 (65,12%) dos casos — Tabela 2.

Tabela 3 — Estudo da mutacao BRAFY®F em relacdo a presenca de TH.

Variavel BRAF + BRAF — Valor de p
(28) (15) (Teste de Qui quadrado)
CPT+TH (17) 7 10
0,008
CPT s/ TH (26) 21 5

Como ja relatado na tabela 1, os dados obtidos pela revisdo de ldminas da peca
cirargica de cada individuo estudado permitiu a confirma¢ao do diagnéstico de TH em
associacdo ao CPT. No total, 17 pacientes (39,4%) com CPT possuiam concomitante
diagnoéstico de TH. Desses 17 pacientes portadores de TH, 7 deles apresentaram
mutagdo BRAF """ confirmada pelo estudo genético realizado, enquanto 10 (58,82%)
foram BRAF %" negativo. Quando comparados os grupos com ¢ sem TH, percebeu-se
que a mutagio BRAFY*F foi positiva em 41,2% dos casos de CPT+TH, enquanto a
mutagdo ocorreu em 80,8% dos casos de CPT sem TH.

Os dados sobre a presenca de TH ¢ CPT ¢ a presenca de mutagio BRAFYF

foram confrontados e, por meio da realizacdo de andlise univariada, foi obtida a

significancia estatistica dessa relacdao, com p=0,008 (tabela 3).

A tabela 4 apresenta associacdes observadas entre a presenca da mutacio
BRAF**! ¢ 0 achado de TH associado ao tumor papilifero. A relagdo encontrada apos

andlise univariada mostrou-se negativa, como ja referida inclusive, e, apds andlise
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multivariada, com ajuste para idade, tamanho tumoral, extensdo extratireoidina e

metastase linfonodal, essa relagdo permaneceu significativa (p=0,024).

Tabela 4. Analises univariada e multivariada da associacio da mutagao BRAFY®"E

com achado de TH associado ao CPT.

Mutacao BRAF"*"F
Analise univariada Analise multivariada
Variaveis OR IC 95% Valor OR IC 95% Valor
bruto de p ajustado dep
TH* 0,16 0,04-0,65 0,008 0,14 0,02-0,77 0,024

Para analise univariada:
Teste de Qui Quadrado e Teste Exato de Fisher.
Para analise multivariada:

* TH ajustado para idade, tamanho tumoral, extensdo extratireoidiana e metastase

linfonodal.
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VI. DISCUSSAO

1. Populacao do estudo, suas caracteristicas clinico-patologicas e a mutacao

BRAFV600E

Metanalise realizada por Li e colaboradores em 2012, traz a andlise de trinta
estudos, com total de 5238 pacientes, dos quais 81,06% eram mulheres”. Estudo
realizado por Silva em 2012 em Goids, no Brasil, teve 76% da casuistica total
pertencente ao sexo feminino’’. De modo geral, mesmo que haja variagio do valor
percentual entre os estudos, a literatura mostra uma predomindncia marcante da
incidéncia do CPT neste sexo, o que ¢ compativel com o que foi constatado em nossa

populagdo de estudo onde 93% de pacientes foram do sexo feminino®'*.

Em relagdo a idade, a maioria dos pacientes estudados, 67,4%, tinham entre 22-
44 anos. A idade mais comum de incidéncia do cancer de tireoide varia dos 20 aos 50
anos de idade* Em alguns estudos que correlacionam a mutagdo BRAFY*F com a
presenga de TH, a casuistica se apresenta com idade mais avangada, com 51,8 a 57,42%
dos pacientes com mais de 45 anos®~. Contudo, caracteristicas relativas ao perfil
epidemiologico local podem justificar essas diferencas. No estudo brasileiro de Silva, a
média de idade entre os pacientes portadores de CPT foi de 36,8 anos, com 72,41% dos

. r 30
pacientes com menos de 45 anos, perfil que se assemelha ao encontrado por nés™.

Uma minoria dos pacientes estudados, apenas 14% deles, apresentou historico
familiar positivo de céancer de tireoide. Estudo realizado por Ito e colaboradores
publicado em 2009, unicéntrico, que analisou 6015 casos de CPT entre os anos de 1987
e 2004, mostrou uma prevaléncia de apenas 4,5% de historico familiar de neoplasia

. . g 33
tireoidiana’.

Em relacdo aos subtipos histologicos, 74,4% dos casos estudados de CPT se
apresentaram em sua forma classica, enquanto 18,6% foram diagnosticados como
variante folicular. Neste estudo tivemos apenas 1 caso de cada uma das seguintes
variantes mais raras: variantes de células altas, oxifilica e trabecular. Segundo Michel e
colaboradores, que analisaram casos de 674 pacientes entre os anos de 1960-1998, a
forma cléssica foi a mais prevalente, sendo responsavel por 74% dos casos, enquanto as
variantes de células altas e oncocitica representaram, respectivamente, 8,3% e 3,5% dos
casos’®. As variantes classicas e foliculares, as mais frequentes, possuem, em geral,

progndstico favoravel, enquanto outras variantes mais raras, como as de células altas,
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possuem relagdo com progndstico menos desejado. Contudo, essa associagdo como

. . , .. 343
fator de risco independente ¢ fraca segundo a maioria dos estudos®**’.

Em relagdo ao estadiamento, 86% dos pacientes foram classificados como
portadores de doenga em estadios clinicos I e II, enquanto 14% foram classificados em
estadios clinicos avancados, III e IV. Em estudo retrospectivo, Loh e colaboradores
mostraram predominancia dos estadios I e II em pacientes diagnosticados com CPT,
uma vez que, de 700 pacientes analisados, 516 e 57 individuos, integravam,

respectivamente, estadio I e II da classificagio TNM>®.

Estudos apontam que a mutagdo V600E do gene BRAF ¢ a mutacdo mais
prevalente nos casos de CPT, estando presente em cerca de 44% dos casos, superando
outras mutagdes oncogénicas’’. Alguns estudos referem que a prevaléncia da mutagio
varia de 29-83% em diferentes séries de casos de CPT*®. A prevaléncia encontrada por

nos foi de 65,12%.

Em metanalise recente, de 2014, Xin Liu e colaboradores analisaram 69 estudos,
que englobavam um total de 14.170 casos de CPT, buscando estabelecer relacdo entre a
mutagdo em questdo e aspectos patoldgicos do CPT. A prevaléncia da mutagdo variou
de 27.3 a 90.2 %, com média de 56,3%. Nesse trabalho, foram selecionados, dentre
outros critérios, apenas aqueles que se utilizaram do método de sequenciamento direto

para confirmagdo da mutagdo, mesmo método utilizado em nosso trabalho®’.

Em estudo nacional realizado por Silva em 2012, foi encontrada prevaléncia de
63,37% da mutagio BRAF " em casuistica de 116 pacientes. Assim como o presente
estudo, utilizaram material fixado em formalina e emblocado em parafina, ndo se

valendo, contudo, de sequenciamento direto para confirmagdo da mutagio’’.

Nossa analise englobou vieses que poderiam tanto superestimar a frequéncia da
mutacdo quanto subestima-la. As dificuldades encontradas que culminaram em uma
amostra final muito menor que a objetivada, a perda da caracteristica randomizada da
amostra e o proprio fato de ser uma analise retrospectiva podem ter favorecido a selecao

de casos mais agressivos, que sdo em geral associados 4 mutagio BRAF'*F ¥ p

or
outro lado, este estudo fez uso do método de sequenciamento direto para confirmagdo
da presenca da mutacdo, método considerado mais preciso, porém menos sensivel, para
analise de alteragdes genéticas, especialmente polimorfismos de nucleotideo tnico™.

Desse modo, levando esses fatos em consideragdo e constatando que a taxa de
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prevaléncia da mutagio BRAF "

se aproxima de taxas encontradas em outros estudos
semelhantes na literatura, acreditamos que a frequéncia observada nesse estudo

represente bem a realidade.

Tendo em vista as andlises anteriores, conseguimos deduzir que as
caracteristicas gerais da populagdo do estudo estdo em conformidade com o que ¢
encontrado na literatura, e que esta populagdo tem caracteristicas que reproduzem o que

encontramos em uma realidade ampliada.

2. Tireoidite de Hashimoto, carcinoma papilifero de tireoide e mutacio

BRAFV600E

A relacdo entre inflamagdo e neoplasia ¢ bem estabelecida em alguns 6rgaos e
tecidos, contudo, na tireoide ainda ha incertezas, sendo improvavel a ideia da TH como

L. ) . L . 42240
uma condicdo de predisposi¢do neopléasica™

. Estudos como os de Dailey em 1955,
Camandaroba et al. em 2009, Larson et al, Okayasu el at e Gul et al apontam no sentido
de que a TH aumenta a chance de desenvolvimento de CPT, mostrando porcentagem
importante de casos de cancer diferenciado de tireoide, de 23,5-45%, relacionados com
a presenga de tireoidite linfocitica cronica®. Dados na literatura mostram ainda que a
chance de desenvolvimento de malignidade ¢ 9-40% maior em nodulos de pacientes
com tireoidite autoimune do que em nédulos ndo associados a essa condi¢do®'. Segundo
Fiore e colaboradores, o aumento secundario de TSH existente nos pacientes portadores
de processos autoimunes pode justificar o risco aumentado de neoplasia, uma vez que o

TSH ¢é fator de risco para desenvolvimento de malignidades’"**.

Outra hipotese
proposta para aumento de risco de malignidade envolve a ideia de que o ambiente de
inflamacdo criado pela reacdo autoimune forneca substincias que estimulem o
desenvolvimento de tumores e proliferagio celular’’. A relagdo entre essas duas
condi¢des ¢ ainda embasada em semelhangas bioquimicas, histoquimicas e patoldgicas,
com foco notavel para mutagdes no oncogene RET/PTC*. Seguindo essa linha da

literatura, a vigilancia mais especifica no rastreio de CPT em pacientes portadoras de

TH ¢ estimulada por alguns autores™.

Em contrapartida, outros estudos, como os de Mazokopakis et al, Repplinger et
al e Del Rio et al, desconstroem essa relagdo a medida que ndo encontram relevancia
estatistica na relagdo causal entre essas duas patologias®. Em estudo prospectivo
publicado em 2010, Anil e colaboradores analisaram 164 pacientes com nddulos

tireoidianos e inferiram ndo haver diferenca entre incidéncia de malignidade em
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pacientes com TH e sem esse diagnostico”. Um ponto importante a ser notado é que
esse estudo foi integrado por uma populagdo cujos nddulos em sua maioria ndo
possuiam indicagdo cirurgica, portanto, com menos aspectos de malignidade, ao
contrario de grande parte dos estudos citados anteriormente, de cunho retrospectivo e

com enfoque maior em analise de pegas ciriirgicas.

A associacdo entre existéncia de TH associada ao CPT foi extrapolada para
andlise mais aprofundada sobre os possiveis desfechos clinicos e interferéncia em
progndstico da neoplasia. Muitos estudos trouxeram que essa condicdo autoimune
favorecia o desfecho do CPT, uma vez que foi associada a melhores progndsticos, com
menor progressdo da doenga, menor probabilidade de metéstase e recorréncia"*.
Andlises genéticas também passaram a ser pesquisadas e a associagdo TH e CPT foi

VGOOE, marcador biomolecular

relacionada também com a presenca da mutacio BRAF
independente de prognéstico desfavoravel’'. Essa relagdo, contudo, ainda nio é bem

elucidada na literatura.

Em relacdo a TH, nosso estudo constatou que 39,4% dos pacientes possuiam
concomitante diagnostico de CPT e TH. Quando confrontamos esse dado com a

N ~ V600E
presenga ou auséncia de mutacdo BRAF

, obtivemos uma associacdo negativa
estatisticamente significante, com valor de p=0,008. A mutacio BRAF """ foi positiva
em 41,2% dos casos de CPT+TH, enquanto a mutag¢do ocorreu em 80,8% dos casos de
CPT sem TH. Analise multivariada realizada também foi significativa, confirmando que

essa associagdo era independente de outros fatores.

Variados estudos mostram associacdo semelhante a encontrada neste trabalho.
Estudo realizado em 2009 por Kim e colaboradores analisou 101 pacientes com
diagnéstico de CPT, dentre os quais 64 eram portadores de TH (63,4%) e 37 (36,6%)
ndo possuiam esse ultimo diagnostico. Quando analisados em relagdo a mutagdo
BRAFYE 61 dos 64 pacientes que possuiam diagnostico apenas de CPT sem TH
foram positivos para essa muta¢do, enquanto apenas 27 dos 37 pacientes com
diagnostico de CPT+TH eram BRAF positivos. A associagdo desse estudo se mostrou

significante estatisticamente com valor de p=0,003".

Estudo realizado por Zeng e colaboradores recentemente, em 2015, na China,
analisou 619 pacientes submetidos a tireoidectomia, entre os anos de 2009 e 2014. As
analises moleculares se deram a partir de tecido fresco e método de sequenciamento

direto foi realizado para identificar e confirmar as mutagdes. A prevaléncia de TH na
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amostra desse trabalho foi de 35,9% e da mutagio BRAFY"F foi de 75,1%. A partir de
regressao logistica multivariada, a TH foi forte fator protetor independente para esta

mutagdo (p<0,001), constatagdo concordante com os dados por nés encontrados’".

Zeng e colaboradores ampliaram ainda mais as analises sobre a relagdo da TH,
mutagdo BRAFY*F ¢ CPT, analisando aspectos de agressividade da neoplasia.
Segundo este estudo, os casos de CPT+TH+BRAF " possuiam menos caracteristicas
agressivas (extensdo extratireoidiana e metéstase linfonodal) quando comparadas aos
casos de CPT+BRAF """ sem TH®'. Marotta e colaboradores, que também analisaram
a relacdo entre essas 3 condicdes, tiveram resultados concordantes, inferindo que a
tireoidite linfocitica era fator de bom prognoéstico para o CPT, mesmo na presenca da
mutagdo BRAF"**, fator de mau prognostico isolado™. As conclusdes desses estudos
fortalecem a ideia proposta nestes e em outras publicagdes de que o microambiente
inflamatorio formado pela reagdo autoimune atua como resisténcia ao desenvolvimento
tumoral®**'. Sendo assim, a TH se configura fator protetor contra a mutagio e contra a

V600E

evolucdo da doenca nos casos BRAF positivos.

Vale lembrar que, tendo em vista que este se trata de um estudo de associagao,
conseguimos inferir apenas a relagdo entre a mutacdo em questdo e as patologias
estudadas, ndo sendo possivel, porém, concluir sobre as causas dessa relagdo. Temos o
entendimento de que a TH se comporta de forma a reduzir a incidéncia da mutacgdo
BRAFY*F contudo, o mecanismo através do qual isso ocorre, seja direta ou
indiretamente, ainda ndo esta elucidado e mais estudos ainda sdo necessarios nesse

sentido.
3. Consideracoes sobre o estudo

Materiais fixados vem sendo utilizados para estudos diagnodsticos e de biologia
molecular”’. O uso desse tipo de tecido ¢ um importante recurso para a realizagio de
estudos de cunho retrospectivo, uma vez que permitem a analise de materiais bioldgicos
conservados, ndo atuais, possivelmente de muitos anos de armazenamento .
Atualmente, tecidos fixados em formalina e emblocados em parafina sdo fontes
importantes de materiais para produgdo cientifica, contudo, esse método pode interferir

nos resultados encontrados, uma vez que essa fixacdo pode comprometer a integridade

; .1 48
de macromoléculas do tecido .
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Os fixadores objetivam manter a estrutura dos tecidos, das células e organelas, e,
para isso, atuam inibindo enzimas proteoliticas que desencadeariam o processo de
autdlise. De forma geral, porém, os fixadores ndo foram desenvolvidos para manter a
integridade das macromoléculas e do material genético, podendo, entdo, causar
alteragdes nesses componentes’ **. A formalina ¢ o agente fixador mais utilizado
mundialmente, contudo, sabe-se que essa substincia pode interferir na realizagdo de
PCR pos-fixagdo, ¢ especula-se que possua também efeito mutagénico’ ™. A
formalina promove a formagdo de ligacdo cruzadas entre 4dcidos nucléicos e proteinas,
reversiveis ou ndo, que dificultam a realizagdo de PCR ao interferirem no processo de
ligagdo de primers e amplificagdo da cadeia’®. Além disso, outras caracteristicas do
proprio processamento histologico do tecido e emblocamento em parafina, como tempo,
temperatura, pH e armazenamento pos-fixagdo, também afetam a estrutura do DNA das

, 47,48.49
células™ ™.

O estudo em questdo foi realizado baseado na andlise molecular de material
extraido de blocos de parafina e, como relatado na metodologia, houve perda de grande
quantidade de pacientes, 68,1% (92/135), devido a inadequacdo de tais amostras de
DNA, que ndo apresentavam amplificacdo do éxon 15 do gene BRAF. O fato de que
reextracdes com kits especificos para tecidos parafinados tenham sido realizadas e que
as concentragdes de DNA e pureza tenham sido adequadas, reforcam a ideia de que esse
material foi comprometido pelo processo de conservacdo e processamento, € que as
etapas de extragdo e amplificagdo (que foi padronizada no estudo) ndo justificam a ma

qualidade do material.

Diante desse contexto, para a utilizagdo de material parafinado com finalidade
cientifica de longo prazo, se torna importante que o processamento histologico se dé de
forma cuidadosa e seguindo os principios de menor potencial lesivo ao RNA e DNA. O
SAPC/HSR comecou a empregar técnicas padronizadas e mais criteriosas com esse
intuito somente no ano de 2012 justificando a mé qualidade do DNA obtido em muitos

dos casos.

Cabe ainda a consideragdo de que, por ser este um estudo de corte transversal e,
portanto, ndo nos permitir analises temporais, o presente trabalho se restringe a
conclusdes que estabelecam relagdes de associagdo. Sendo assim, estudos mais
aprofundados e com desenhos longitudinais se fazem necessarios para a elucidacio de

possiveis relagdes de causalidade ou protegao.



VII. CONCLUSOES

1. A presenga da mutagio BRAFYF

em pacientes diagnosticados com
CPT ¢é comum, e a prevaléncia dessa mutagdo em amostras tumorais analisadas
de pacientes com CPT diagnosticados e tratados no Hospital Sdo Rafael,

Salvador-Bahia, foi de 65,1%.

2. O diagnéstico de TH associado a CPT acontece em niimero relevante
de casos, sendo que a prevaléncia dessa associacdo de patologias em amostras

tumorais de pacientes por nos estudados foi de 39,4%.

3. A presenca de Tireoidite de Hashimoto coexistente com o CPT foi
negativa, significativa e independentemente associada a presenca da mutacdo

BRAF "% em CPT.

4. Estudos que busquem elucidar e justificar as causas patogenéticas
dessa relacdo e que aprofundem a ideia de TH como fator de bom prognostico, ou

mesmo como fator protetor, sdo ainda necessarios.
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VIII. SUMMARY

TITLE: BRAFV*"  MUTATION TRACKING IN PAPILLARY THYROID
CANCER ASSOCIATED WITH HASHIMOTO'S THYROIDITIS

Background: The BRAF'“" mutation is the most prevalent mutation in
patients diagnosed with papillary thyroid cancer (PTC). The clinical meaning of
Hashimoto's thyroiditis (HT) associated with PTC has been studied, and so its
association with BRAFY*" mutation. Objective: Evaluate the prevalence of
BRAF"*F mutation in PTC associated with HT and its association with clinical and
pathological features. Methods: Retrospective study of unicentric transversal section
with consecutive PTC on patients treated at Hospital Sdo Rafael - Monte Tabor,
Salvador, Bahia. Clinical and pathological data were gathered through analysis of
electronic and physical records. Polymerase chain reaction was done in order to
amplify the exon 15 of BRAF gene through DNA extracted from paraffin-embedded
tumor tissue post thyroidectomy. PCR readings were done and the presence of
BRAF*" mutation was confirmed through direct sequencing. Results: 43 patients
diagnosed with PTC were studied. Among those, 17 (39,4%), were simultaneously
diagnosed with HT. within the latter, 7 were confirmed carriers of the BRAF'%"
mutation through genetic study, and 10 (66,7%) were BRAFV600E negative. The
presence of these two conditions and the BRAFY*"* mutation were confronted. Chi-
square test provided a significant negative association (p:0,008). In a multivariate
logistic regression analysis, this relation was independent (p:0,024). Conclusions: The
coexisting presence of HT and PTC may be an independent protective factor to the
BRAF"°F mutation.

Key words: 1. BRAF'F; 2. Papillary thyroid cancer; 3 Hashimoto’s
thyroiditis.
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X. ANEXOS

Anexo I — Protocolo de revisio de prontuarios

Data:
Nome do pesquisador:

0L RE: oo s rmstmemmn e mambon et oemosseins I

02. Idade: (anos ao diagnéstico).. L1

03. Sexo: (1) Masculino (2) Feminino, L

04 llhﬂdco familiar de Cincer de Tireoide: (1) Sim (2) Nio (999) Nio
B et L w1

05. Data da cirurgia (00/00/0000) /!

06. 'l'lpo. de Cirurgia: (1) Tircoidectomia parcial (2) Tireoidectomia total (3)
Tireoidectomia realizada em outra inSHOICHO..........eveveeeoeoooo -1

07. Esvaziamento cervical homolateral: (1) esvaziamento recorrencial (Nivel VI) (2)
esvaz. radical clissico (3) esvaz. radical modificado (11 2 V) (4) ndio esvaziado (5) nio
especificado (999) ignorado.......... .- LL L

08, Esvaziamento cervical contralateral: (1) esvaziamento recorrencial (Nivel VI) (2)
esvaz. radical clissico (3) esvaz. radical modificado (11 a V) (4) niio esvaziado (5) ndo
especificado (999) ignorado........ L. [ [ N

09. Numero do andtomo-patolégice. (999) I O

10. Tipo histolégico: (1) Ca. Papilifero (2) Ca. Folicular (3) Ca. Células de Hurthle (4)Ca.
Medular (5) Ca. Anaplisico (6) Outro...........cooverrnn.. L

11. Se Cnndnoma papilifero, subclassificacfio: (1) Clissico (2) Vanante Folicular 3)
Variante Oncocitica (4) Variante Células Claras (5) Variante Células altas (6) Variante
Células Colunares (7) Variante Esclerosante Difusa (8) Variante Sélida (9) Vaniante
Cnbifonm(lO)Comcamwinmhr(ll)Céluhsmouunmepidamﬁde
(12) Misto: Papilifero e Medular (13) Outro L

12. Tamanho do maior nédulo AP (mm)..........o.ooovooroooooi |

35



13, Tumor multicéntrico: (1) N#o (2) Unilateral (3) Bilateral

14. Extensdio extra-tireoidiana: (1) Sim (2) Nio (999) Ignorado

16. Estadiamento T: (1) T1(2) T2(3) T3 (4) T4(999) Tx......

17. Estadiamento N: (1) NO (2)Nla(3)NIb(4) NX

L]
- -

15. Invasio vascular: (1) Sim (2) Niio (999) Ignorada L1l
L1
I
/

18. Data da iodoterapia: (00/00/0000) (999) se ndo fez.............cccoeeeee. /

19. Dose de iodo: (0) Nio (1) 30 mi (2) 100mCi / 3,7Gbq (3) 150mCi / 5,5Gbq (4)
200mCi / 7,4Gbq (5) 250mCi / 9,25 Gbg (6) 300mC:i / 11,1Gbg (7) outros
L

20. PCI pés iodoterapia: (1) Captaclo adequada (2) Metistases & distincia (3) Captagio
T R R S R e S e T S L]

21. Metistase & distincia na PCI pés-dose: (1) Niio (2) Pulmiio (3) Figado (4) Ossos (5)
Qutros. i

22. Tireoglobulina pés iodoterapia (feita apés 3 meses da dose de iodo):
..... 1

23. Recidiva em qualquer momento do followup: (1) Nio (2) local (3) pescogo
homolateral (4) pescogo contralateral (5) Linfonodos do nivel VI (6) osso (7) figado
(8) pulmiio (9) Outros L

24. Status na Gltima informacdio: (1) vivo sem doenga (2) vivo com doenga (3) morte por
cincer (4) morte operatéria (5) morte por outra causa (6) perdido de
vista. Ll
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Anexo III — Aprovacio da diretoria médica do HSR

w MONTE TABOR

€ HOSPITAL SAO RAFAEL

APROVAGCAO DA DIRETORIA MEDICA

Declaro que conhego o projeto intitulado “Andlise do mutagdo BRAFVS em
variontes agressivas do carcinoma papilifero e carcinoma anaplasico de
firecide”, que tem como Pesquisadores Responsavels, Dr. Helton Eskrela
Ramos, e Dr. Claudio Rogério Alves de Lima, & que, nosso servigo tem plenas
condicdes de executd-lo conforme o protocolo previsto, Portanto, autorzo o
reclizagdo do mesmo no Laboratorio de Imunologio e Blologia Molecular, do
Hospital SGo Ratael, apds oprovacdo pelo Comité de Efica em Pesquisa.

Salvador, Lhde M.J de 2,9@1 :

n I8
y/ ,
Gl oue- XU
Dra. Liliana Ronzoni
Diretora Médica
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