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RESUMO

INTRODUCAO: O cancer de tiredide é a neoplasia endécrina mais comum em
humanos, correspondendo a cerca de 1% de todos os tumores malignos. A presenca
de ndédulos em tiredide € bastante comum, principalmente em mulheres acima dos
60 anos. O gene BRAF estd sabidamente implicado na origem dos carcinomas da
variante papilifera. Sua mutacio BRAFV600E tem sido frequentemente relacionada
ao grau de agressividade do tumor e ao progndstico dos pacientes. Apesar do papel
da expressdo deste gene ser bem estabelecida como um importante iniciador da via
de sinalizacdo MAP quinase, sua relacdo a suscetibilidade ao cancer e o progndstico
clinico dos doentes é ainda pouco compreendida. O objetivo deste trabalho foi
mensurar a expressdo do gene BRAF numa determinada populacdo portadora de
nodulos de tiredide, de modo a correlacionar estes achados com o progndstico
clinico ao seguimento, bem como verificar retrospectivamente as implicacoes

diagndsticas de sua ocorréncia.

MATERIAL/METODOS: Foram determinados os niveis de expressio relativa do
tipo selvagem de BRAF e da mutacdo hot spot BRAFV60OE através de tecidos
coletados a fresco, utilizando-se a técnica de PCR quantitativa em tempo real (gRT-
PCR) e PCR convencional com a utilizacdo de enzimas de restri¢do (cDNA — PCR-

RFLP - restriction fragment length polymorphism) em uma populacio inicial de 166
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pacientes portadores de nddulos de tiredide, dos quais foram selecionados para
estudo 32 portadores de carcinomas papiliferos e 35 com nédulos benignos, todos
submetidos a tireoidectomia total e seguidos por até 56 meses (média de 21,3+12,45
meses). Neste material foram feitas comparacdes entre os parametros clinicos e
referentes ao tumor j4 bem estabelecidos para o carcinoma bem diferenciado de

tireoide.

RESULTADOS: Dos 32 pacientes portadores de carcinomas papiliferos, 28
(87,5%) eram do sexo feminino e um paciente apresentou recorréncia local (3,1%).
A mutacdo de BRAF foi identificada em nove pacientes (28,1%). Dos 35 pacientes
portadores de nodulos benignos, sete (20%) eram portadores de adenomas
foliculares e 28 (80%) correspondiam a bocios atoxicos multinodulares. Vinte e sete
pacientes (77,1%) eram do sexo feminino. Estes 35 pacientes tiveram sua expressao
de BRAF mensurada de modo a realizar estudo comparativo. A expressdao de BRAF
distinguiu entre ndédulos benignos e malignos com uma sensibilidade de 80,6%,
especificidade de 77,1% e acurdcia de 78,8%. Verificou-se um risco para
malignidade aumentado em 14 vezes quando a expressdo de BRAF era acima do
ponto de corte de 4,7 unidades arbitrarias (UA). Nao houve correlagdo significativa

entre a expressao de BRAF (excluidos os casos portadores da mutacdo) e sobrevida

(r=0,54; p =0,007).
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CONCLUSAO: Conclui-se que a quantificagio da expressdo de BRAF pode ser titil
no diagndstico de nédulos malignos. N6dulos com expressio de BRAF acima do
ponto de corte (4,712 UA) apresentam 14 vezes mais risco para malignidade. Nao
houve correlacdo significativa entre a expressdo de BRAF e sobrevida na amostra

estudada.

PALAVRAS CHAVE: Tire6ide — Cancer de Tiredide — Predisposi¢do Genética

para Doencas — Carcinoma Papilar - Prognéstico
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ABSTRACT

BACKGROUND: Thyroid cancer is the most common endocrine malignancy,
corresponding to 1% of all human neoplasms. Thyroid nodules are very frequent,
mainly in women over 60 years. The relationship of BRAF gene with papillary
thyroid tumorigenesis is well recognized in the literature. Its BRAFV600E mutation
has been related to tumor aggressiveness and patients’ prognosis. Despite the role of
BRAF gene expression as an important MAPK pathway promoter, its relationship to
patients’ cancer suscetibility and clinical outcome is still poorly understood. The
objective of this thesis was to measure mRNA BRAF expression in a determined
population harboring thyroid nodules, in order to correlate these findings with
prognosis at follow up, as well as to verify retrospectively the clinical importance of
its ocurrence.

MATERIAL/METHODS: We determined the relative expression levels of
wildtype BRAF and BRAFV600E mRNA obtained from fresh tissue samples
collected by quantitative PCR (gqRT-PCR) and c¢DNA—PCR-RFLP (restriction
fragment length polymorphism) in a population of 166 thyroid nodule patients, in
which 32 papillary thyroid cancer patients were selected for study as well as 35

patients harboring benign nodules, all submitted to total thyroidectomy and followed
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up to 56 months (21,3+12,45 months on average). Comparisons were made to well-

recognized determinants in differentiated thyroid cancer.

RESULTS: Twenty-eight (87.5%) of 32 papillary thyroid carcinoma patients were
female and one presented local recurrence at follow up (3,1%). BRAF hot spot
mutation was identified in nine patients (28,1%). Of the 35 patients harboring
benign nodules, seven (20%) comprehended follicular adenomas and 28 (80%) were
multinodular goiters. Twenty-seven patients (77,1%) were female. These 35 patients
had BRAF expression measured in order to perform a comparative study, in which
BRAF expression distinguished benign and malignant nodules with a sensitivity of
80.6%, specificity of 77.1% and an accuracy of 78.8%. A 14-times increased risk for
malignity was observed when BRAF expression was above the cut-off point of 4,712
arbitrary units (AU). There was not a significant correlation among BRAF

expression (when mutation was excluded) and survival (r=0,54; p=0,007).

CONCLUSION: We concluded that the quantification of BRAF expression may be
useful for diagnosing malignant nodules. Nodules with BRAF expression higher than
the cut-off point of 4,712 UA harbored a 14-times increased risk for malignity.
There was not a significant correlation among BRAF expression and survival at this

sample.

KEYWORDS: Thyroid - Thyroid neoplasm - Genetic predisposition to disease -

Papillary Carcinoma - Prognosis
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I. INTRODUCAO

I.1. EPIDEMIOLOGIA E ASPECTOS GERAIS DO CANCER DE TIREOIDE

O cancer de tiredide é a neoplasia enddcrina mais comum em humanos,
correspondendo a cerca de 1% de todos os tumores malignos " ». Os tipos mais
comuns sdo os carcinomas diferenciados de tiredide (CDT), representados pelas
neoplasias papiliferas, foliculares e seus subtipos, sendo as demais correspondentes
aos carcinomas medulares e anapldsicos além de outros tipos mais raros . Nos
Estados Unidos da América estimou-se cerca de 37000 novos casos e 1500 6bitos
pela doenca no ano de 2008 sendo a incidéncia de 4,6/100000 homens e
13,4/100000 mulheres ¥, com mortalidade de 0.5/100000 homens/mulheres,
evidenciando a importancia do estudo desta patologia no contexto das neoplasias
endocrinas. No Brasil esta incidéncia € bastante varidvel, revelando a grande
discrepancia decorrente da vastiddao geografica de nosso territorio, da diferenca de
qualidade no registro dos dados e a dificuldade de acesso aos servicos de satide .
Porém, estes nimeros sdao possivelmente subestimados, em virtude da ocorréncia em
maior frequéncia de outros tipos de neoplasias consideradas de maior relevancia

sGcioecondmica e também pela falta de politicas adequadas de satde publica ©.

O carcinoma papilifero e seus subtipos representam cerca de 80% das

7

neoplasias da glandula tireéide " ®. Apresentam cardter geralmente indolente e



vdrias caracteristicas e curso clinico peculiares, bem como fatores de risco bem
estabelecidos. Sabe-se que o diagnéstico de CDT € mais frequente em mulheres,
pontuando um possivel papel de genes e/ou horméOnios sexuais em sua origem.
Algumas caracteristicas clinicas parecem influenciar sua existéncia. A presenca de
nédulos prévios, bem como bdcios de longa data ndo tratados, parecem igualmente
. . ~ . . 9-11) . . . . -
contribuir para a ocorréncia de neoplasias . Ja a o tabagismo tem implicacdo
controversa, sendo bem conhecida a relacdo direta entre o hédbito de fumar e um

. CqA e . . 12-14
aumento da incidéncia de doenca autoimune e oftalmopatia de Graves %

, porém
parecendo este habito nao ser um fator de risco para cincer; a ativacdo de sistemas
de defesa tipo fase II (citocromo P450) "> neste caso parece conferir papel protetor.

Influéncias do ambiente, comportando desde habitos do paciente (como tipo
de dieta e o proprio tabagismo, ja mencionado), até exposicdo ocupacional e repetida
a agentes quimicos, raios ultravioleta e radiacdo ionizante, entre outros, podem

. . N . . - 16
implicar na ocorréncia de tumores tireoidianos .

1.2. FATORES PROGNOSTICOS E SISTEMAS DE ESTADIAMENTO

O carcinoma papilifero apresenta o melhor progndstico dentre todos os
subtipos de neoplasias malignas da tiredide, com sobrevida global em 20 anos que
pode chegar a 98% 7. Sdo pacientes, portanto, que demandam longo tempo de
seguimento e necessitam acompanhamento individualizado dada sua apresentacio

heterogénea, uma vez que ha um grupo seleto de pacientes que pode apresentar



riscos elevados para recidiva e/ou O6bito pela doenca. No intuito de se
individualizar o tratamento e o seguimento destes pacientes, nos dltimos 30 anos
foram realizadas classificacdes em grupos de baixo, intermedidrio e alto risco,
baseadas nas caracteristicas clinicas e andtomo-patoldgicas de cada caso, numa
tentativa de estratificacio que levasse a um melhor conhecimento do
comportamento da doenca em cada grupo de modo a otimizar o tratamento para

estes doentes 182%

. Porém, notamos que, com frequéncia, estas tentativas de
estratificacdo nao correspondem a realidade clinica, uma vez que com a maior
observagdo destes casos temos pacientes que, mesmo apresentando tumores

iniciais, apresentam ma evolucdo e vice-versa, sugerindo outros possiveis fatores

que implicam este tipo de neoplasia.

Fez-se entdo necessaria, a luz dos conhecimentos atuais, principalmente em
biologia molecular, uma minuciosa e pormenorizada re-classificacdo destes
pacientes com maior fator de risco. Com o advento das técnicas mais modernas de
laboratério e o desenvolvimento de testes rapidos e precisos, houve grande impulso
nos ultimos dez anos nesta direcdo, inaugurando assim uma nova era da
cancerologia em que os pacientes passaram a ter sua evolucao clinica comparada
aos estudos moleculares sobre sua doenca, agregando assim saber especifico, com
potencial para tratamento individualizado dentro das chamadas terapias-alvo, cujo

e e . e : g (2124
objetivo final é a maior especificidade com menor efeito colateral possivel *'>%.



Os fatores de risco mais conhecidos podem estar relacionados ao paciente, a
neoplasia ou ambos. Os primeiros correspondem a idade e sexo. Em relacdo ao
tumor, hd uma série de aspectos histopatoldgicos, sendo estas as variantes dentro
de um mesmo tipo histolégico, tamanho, grau de diferenciacdo, extensdao
extratireoidiana, multifocalidade, comprometimento metastatico além de outros

~ ~ e . 2
aspectos nao tao SlgnlflCathOS (23)

. O sistema de estadiamento progndstico mais
utilizado até os dias atuais para os carcinomas bem diferenciados da tiredide ainda

é o sistema TNM ?®, como demonstra a tabela a seguir.

ESTADIAMENTO AJCC 2002

Estadio < 45 anos > 45 anos
I MO T1
IT M1 T2-3
111 —_— T4 / N1
v _ M1

AJCC, 2002

Tabela 1. Estadiamento dos carcinomas bem diferenciados de tire6ide segundo a
American Joint Comitee of Cancer, AJCC), 6*. Edicao, 2002, em que T = tumor, N
= linfonodos regionais acometidos € M = metastases a distiancia

Porém, este sistema comporta muitas deficiéncias e ndo considera os

conhecimentos atuais em biologia molecular, os quais podem trazer tanto



elucidacdes diagnodsticas quanto elaborar perfis mais individualizados de risco
progndstico, uma vez que partem da premissa de alteracdes que sdo individuais e
personificadas para cada individuo, e ndo no ambito do conjunto de uma

populagdo, apenas.

1.3. MARCADORES MOLECULARES EM CARCINOMA PAPILIFERO DE

TIREOIDE E SUA IMPORTANCIA PROGNOSTICA

Marcador molecular pode ser definido como qualquer molécula que possua
uma sequéncia de DNA capaz de identificar um organismo, espécie, ou tragco
fenotipico a este associado. Sao caracteristicas de DNA herdadas geneticamente e
que diferenciam dois ou mais individuos. A sensibilidade e a especificidade de
cada marcador dependem de sua capacidade de evidenciar o processo celular ao
qual estd relacionado. Este deve ser facilmente reprodutivel por técnicas de
laboratério padronizadas e demonstrar inequivocamente aspectos do ciclo celular
relacionados a uma fung¢do especifica como apoptose, crescimento, diferenciacdo e

proliferacao.

Os canceres da glandula tiredide apresentam alteragOes genéticas altamente

1 1 inclusive observad ® E
prevalentes, algumas inclusive observadas apenas nestes tumores . Estas
alteragdes oncogénicas ja bem descritas, ditas cldssicas e em sua maioria

somdticas, incluem mutacdes nos genes RAS ?”>® ¢ BRAF ® . No gene RET esta é



muitas vezes germinativa e implicada na génese do carcinoma medular da tiredide

(30, 31)

na forma de mutac¢des pontuais ou, de modo somético, assumindo a forma de

rearranjos - as translocacdes RET/PTC, vigentes para o carcinoma papilifero ©'~?.
Estas alteracdes tdo caracteristicas foram os primeiros marcadores moleculares
identificados em tiredide, descobertas no interim do desenvolvimento de técnicas
de laboratério para o rastreamento de neoplasias em larga escala e partilham
algumas caracteristicas Unicas que facilitam o estudo da correlacio de sua

ocorréncia com o cancer, como o fato de serem as trés sempre mutuamente

excludentes.

L.4. VIAS DE SINALIZACAO

Vias de sinalizac@o sdo interagdes moleculares que permitem a comunicacao
intercélulas através da membrana celular. Com a descoberta do DNA e o
entendimento dos mecanismos de transmissdo intercelular observou-se a
ocorréncia de certos fendmenos moleculares em cascata, a partir de um gatilho
varidvel, para um receptor transmembrana, desencadeando reagdes que ativam
organelas no meio intracelular, culminando em uma via efetora final que gera a
fun¢do almejada, como crescimento, proliferacdo e adesdo. Estas podem servir a
multiplas finalidades e podem ser contrarreguladas a qualquer momento do ciclo

por suas interagdes, tendo principalmente como funcdes bdsicas o crescimento, a



proliferacdo e a morte celular programada, constituindo assim o chamado ciclo

vital celular ¥,

Seguindo esta légica, uma ativagdo anormal nestas vias de sinalizacdo
poderia, portanto, levar ao aparecimento de neoplasias. Isto ocorreria por
mecanismos desestabilizadores da cascata efetora, tanto por lesdo direta na estrutura
do DNA quanto por fendmenos epigenéticos, que sdo alteracdes na expressdo de um
fendtipo final sem alteragdes na sequéncia do DNA de origem, levando a mudancas
no efeito final esperado. Um exemplo caracteristico deste fendmeno é a metilagdo
aberrante da via MAPK, que parece ser a base da perda de avidez por iodo
encontrada no seguimento de alguns pacientes com mau prognostico em CDT. Este
mecanismo silencia alguns genes tireoespecificos envolvidos no metabolismo das

S (35)

1odinases, incluindo o gene NI e o gene receptor de TSH ©°.

1. 5. A VIA DAS MAP QUINASES (MAPK/ERK/MEK)

A via de sinalizacdo MAP quinase tem sido bastante estudada na ultima
década principalmente em relacdo a ativacdo por RAS, cujas alteragOes t€m sido
associadas a quase todos os tipos de cincer. E uma via reguladora do ciclo celular,
fundamental para a sintese de DNA, diferenciagdo celular e estabilidade

cromossdmica ©7.



As quinases (ou fosfotransferases) sdo enzimas que transferem grupamentos
fosfato de moléculas doadoras de alta energia a moléculas-alvo especificas,
catalisando assim a conversdao de proenzimas em enzimas ativas, num processo

(38)

denominado fosforilagao A via das MAP quinases estimula a proliferacio

celular, representando uma via-chave no desenvolvimento, uma vez que media

indimeras fungdes como crescimento, transformacio e apoptose ©”.

Um dos componentes essenciais desta via € a familia RAF, composta por serino-
treonino quinases, que enviam um sinal extracelular para o complexo
transmembrana receptor/RAS, ativando assim uma cascata citoplasmdtica que,
quando triplamente fosforilada e agora denominada MAP3K, iré ativar outra quinase
denominada ERK, que por sua vez fosforila proteinas citossdlicas e nucleares
(MAP3K/ERK = MEK), de modo a liberar nova reacdo em cascata que culmina no
crescimento e/ou proliferacdo celular. A ativacdo desta via € um comum e
importante mecanismo de geracdo e progressdao de tumores em humanos através de

superestimulacdo deste processo (Figura 1).

A regulacdo tanto de RAS quanto de RAF € crucial a manutenc¢do do
crescimento celular e as transformacgdes nestes genes levam a atividade mutagénica.
O gene RAS apresenta mutacdo em cerca de 30% de todos os tumores em humanos e
a mutacdo de BRAF esta presente em 60% dos melanomas. Estes mecanismos
regulatorios ja sdo bem compreendidos. Contudo, a regulacdo de RAF € complexa e

involve a integrac@o de outras vias de sinalizagdo bem como reagdes moleculares de



fosforilacdo, defosforilacdo e interagdes interprotéicas (proteina-proteina). A partir
dos estudos com isoformas de RAF em mamiferos, padrdes individuais e diferencas

Unicas surgiram.

A maioria da alteracdes genéticas em cincer da tiredide exercem seu efeito
oncogénico, a0 menos parcialmente, através da ativacdo desta via, que € importante
mecanismo de génese e progressao de neoplasias em humanos, o que ocorre através
de promoc¢do da divisdo e proliferacdo celular levando, portanto, a génese de

Lo 40, 41
tumores quando a mesma estd ativada “**",



Figura 1: Via de sinalizagdo de tirosino-quinase, mostrando a participacdo de BRAF
na cascata RAS-RAF-MAPK. Retirado de Pollock PM, Meltzer PS. A genome-based
strategy uncovers frequent BRAF mutations in melanoma. Cancer Cell. 2002
Jul;2(1):5-7 4.

Changes In
gens exprasson

TR

1.6. A FAMILIA RAF

Trés isoformas para a familia RAF foram descritas em células de mamiferos: A-
RAF, B-RAF e C-RAF ou RAF-1, sendo BRAF a isoforma mais expressa em tecidos
hematopoéticos, testiculos e células neuronais, bem como a forma mais prevalente

o, . o g . 4 .
nas células tireoidianas foliculares “¥
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Esta familia de proto-oncogenes codifica sinais de tradu¢do que
primeiramente foram identificados em sua forma ativada, como oncogenes
propriamente ditos “*. A partir de entdo, o estudo da génese de tumores em tiredide
baseada na via de ativagdo MAPK levou a conclusdo de que existem alteracdes
mutuamente excludentes participando da origem das neoplasias, mas que apesar
disto podem ser cumulativas ao longo da evolugdo do individuo “*. Isto vale para
interacdes tanto entre oncogenes classicamente, como RAS e RAF, quanto para a
prépria interacdo entre membros da familia RAF. Porém, mesmo com a expressao
das outras isoformas (ARAF e CRAF), estas parecem ndo ter participacdo patogénica

no carcinoma papilifero de tiredide.

1.7. O GENE BRAF

O potencial oncogénico de BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene
homolog B1) foi descoberto durante estudo com cultura de células para o sarcoma

de Ewing por Rapp em 1983 9

. Notou-se entdao que, em clones de cDNA que
foram isolados, uma substitui¢ao na por¢cao amino-terminal da proteina RAF, quando
ativada por uma transversao tiamina — adenina no nucleotideo 1796 original, gerava
uma troca de aminodcido valina por 4cido glutimico, o que conferia atividade

mutagénica a um gene que era estruturalmente relacionado porém distinto de CRAF

e ARAF ja previamente conhecidos, sendo assim chamado BRAF.

11



Esta isoforma exibe a estrutura bilobar caracteristica do grupo das proteino-
quinases que, em sua conformacdo inativa, forma residuos hidrofébicos nos
dominios 596 a 600 no sitio de ligagdo com ATP, resultando numa estrutura nao
propensa a interagdo com este ou outros substratos. Mutacdes oncogénicas nesta alga
de ativagdo ou no sitio de ligacdo com o ATP rompem esta interagdo hidrofébica e
desestabilizam a conformagdo inativa. A troca de uma timidina por uma adenina na
posi¢cao 1799 deste proto-oncogene (71799A) € a mutagdo de ponto mais conhecida

com efeito desestabilizador em BRAF.

A descoberta de mutagdes ativadoras para este gene foram otimizadas com o
desenvolvimento de ensaios para alteracdoes genéticas sabidamente ativadoras da via
MAP quinase, o que acabou reiterando a importancia da mesma na génese de varios
canceres em humanos “”. Este gene possui ainda sete polimorfismos pontuais de
nucleotideo que sao denominados SNPs descritos para regides intronicas ou
promotoras, responsdveis por diferentes haplotipos que foram inicialmente
relacionados ao risco de desenvolvimento de melanoma “*. As mutacdes do gene
BRAF também vém sendo correlacionadas com tipos histolégicos mais agressivos de
carcinoma diferenciado em tiredide, de forma que € possivel que os haplétipos em
questdo também se correlacionem com o progndstico dos pacientes.

Das trés isoformas, BRAF esta localizada no brago longo do cromossomo 7, e

é o mais potente ativador da via MAPK “**°”. Uma mutagdo pontual denominada

missense, que ocorre quando a troca de aminoicido gerada altera o significado

12



funcional da proteina final, foi identificada nos exons 11 e 15 do gene, sendo que a
troca correspondente 7/799A responde por mais de 80% das mutacdes em BRAF

G Esta mutacdo, anteriormente chamada 771796A, era baseada na sequéncia NM

004333 da base de dados do National Cancer Institute (NCI) denominada Gen
Bank, a qual carecia de um cédon do exon 1 do gene BRAF. Com a correcdo da
versdo e a vigéncia da sequéncia NT 007914 ja disponivel, a mutacdo € hoje

designada T1799A e passou a ser considerada V60OE e ndo mais V599E ©?.

Esta mutacdo mimetiza a fosforilagdo do seguimento de ativacdo de BRAF
pela inser¢cdo de um residuo de carga elétrica negativa adjacente ao sitio de

fosforilagio “”. Isto leva & conversio de BRAF a uma forma cataliticamente ativa,

pela disruptura do seguimento de ativagdo na alca de ligacio com o ATP, que
normalmente mantém o gene em sua conformagdo inativa, como mencionado

. 53, 54
anteriormente ¢ ) A

substituicdo de um aminodcido valina por um &4cido
glutimico no produto protéico gera a subsequente ativacdo da enzima BRAF

quinase.

A mutacdo V60OOE tem sido reportada em inimeros tipos de tumores em

humanos, em variadas frequéncias, sendo mais prevalente em melanomas e nevos,

©3 por este motivo sendo chamada

com respectivamente 66 e 82% de frequéncia
hot spot. Nos ultimos cinco anos, varios artigos relatam mutacdes de BRAF em
cancer de tire6ide, tendo neste sua segunda prevaléncia, apds 0 melanoma cutaneo.

. , . . . (56. 57 . ~
Foi também descrito em neoplasias colorretais % *”; sabe-se ainda que a mutagio
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mantém a proliferacdo da célula tireoidiana, ocorrendo em estidgios muito precoces
da génese do tumor, promovendo invasividade pela ativacdo de fatores de
proliferacdo celular. E rara em criancas na sua forma esporddica de ocorréncia, e

4839 A descoberta desta

apresenta baixa prevaléncia em tumores radio-induzidos
alteracdo génica criou a oportunidade do desenvolvimento de novas estratégias para
o manejo do cancer de tiredide.

Recentemente foi descrito o rearranjo PAX8/PPARgamma também para a
variante folicular do carcinoma papilifero e também para o carcinoma folicular, o
que pode significar que a mesma partilha algumas das caracteristicas dos carcinomas
foliculares (as quais sabidamente expressam esta mutacdao em alguns de seus casos),
sugerindo que ambas possam ser similares em sua origem, ampliando o campo de

estudo dos tumores bem diferenciados na tire6ide ©.

Mais recentemente descreveram-se as primeiras alteracdes envolvendo
variantes do carcinoma papilifero, como as mutacoes K60I/E para a variante
folicular °", fusdes andmalas do oncogene BRAF com o gene AKAP9 em tumores
radio-induzidos, e a mutacdo 7599-1 VSKRdel também para a variante folicular, o
que pode significar que, apesar da citoarquitetura similar, estes tumores
apresentariam origem genética distinta, explicando seu comportamento e evolucdo
bastante diversos apesar de inseridos na mesma etiologia “*, o que ainda é foco de

controvérsia.
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Outro grupo de estudo mostrou que 100% dos pacientes com a variante
classica do carcinoma papilifero apresentam a mutacdo de BRAF em tecidos
linfonodais embora apenas 65% dos tumores primérios correspondentes tenham a

(63)

mutacdo . Estes dados sugerem fortemente que as mutacdes de BRAF estio

associadas a progressdo do tumor.

Muito embora a mutagdo de BRAF ja seja bem estabelecida como fator
oncogénico, o papel de sua expressio ainda € controverso, tanto em termos
progndsticos quanto em relagdo a suscetibilidade ao carcinoma papilifero.
Inicialmente bem demonstrada em tumores hipofisdrios nio funcionantes ¥, a

seguir foi postulado por Kondo et al., em 2007, que esta superexpressao nos

carcinomas tireoidianos ocorreria independentemente da presenca da mutacdo hot

t (65) ) (66).

Spo , 0 que recentemente foi contestado por Watanabe et al. em 200
Permanece incerto, portanto, o papel da hiperexpressdo de BRAF na g€nese dos
tumores epiteliais tireoidianos, e a literatura ainda nao dispde de dados que

permitam correlacionar esta expressdo com maior ou menor suscetibilidade ao

carcinoma papilifero.
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II. Objetivos
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II. OBJETIVOS

Dadas algumas dificuldades diagndsticas ainda vigentes em casos
indeterminados (ndo-conclusivos) para carcinoma papilifero da tiredide e devido as
dificuldades em se estabelecer um progndstico individualizado, este trabalho

objetivou:

1. Detectar e mensurar a expressao do gene BRAF em tecido tireoidiano normal
e neopldasico pela técnica de quantitative real-time PCR (gRT-PCR) de modo a tentar
definir esta expressdao génica também como um marcador para malignidade quando

correlacionada com os fatores clinicos e epidemiologicos coletados;

2. Verificar a ocorréncia da mutagcdo hot spot no gene BRAF em amostragem

dentro da casuistica para demonstrar sua frequéncia;

3. Correlacionar os achados de expressio com o progndstico clinico dos
pacientes estudados de modo a tracar um perfil molecular de risco que possa estar

associado a maior ou menor expressao do gene BRAF.
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I11. Casuistica e Método
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III. CASUISTICA

II1.1. POPULACAO DE ESTUDO

Este estudo prospectivo foi aprovado pelo Comité de Etica Médica da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP) e registrado como projeto FAPESP sob nimero 2009//00643-0 |,
sendo que todos o0s pacientes ou responsiaveis pelos mesmos forneceram seu
material para estudo sob consentimento informado apds explicagcdo concisa sobre o
tratamento a ser aplicado.

Cento e sessenta e seis doentes foram consecutivamente atendidos em
ambulatorio de clinica privada no periodo de fevereiro de 2006 a marco de 2007 e
tiveram coletados tecido neoplasico e tecido normal no ato operatério. Destes, 63
eram portadores de carcinoma papilifero da tire6ide e os outros 103 correspondiam
a lesdes benignas e outros tipos de neoplasias. O tecido dito normal foi marcado

com suturas e conferido histologicamente.

I11.2. CRITERIOS DE INCLUSAO
Foram incluidos os pacientes portadores de ndédulos neopldsicos tireoidianos

candidatos a cirurgia em tiredide.
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II1.3. CRITERIOS DE EXCLUSAO PARA OS TUMORES MALIGNOS

Dentre os 63 pacientes portadores de carcinomas papiliferos, foram excluidos
da andlise da expressio 31 pacientes cujo material ndo foi adequadamente
processado em laboratério para o estudo, devido a perda de material e/ou
armazenamento inadequado para a coleta de mRNA, sendo, portanto, 32 pacientes

estudados.

II1.4. CRITERIOS DE EXCLUSAO PARA OS NODULOS BENIGNOS
Dos 103 pacientes com nddulos benignos 68 casos foram excluidos do
estudo comparativo para a expressdo com os casos malignos por ndo apresentarem
todos os dados clinicos necessarios a correlacdo estatistica desejada. Portanto, 35

pacientes foram estudados.

II.5. DA POPULACAO DE 32 PACIENTES PORTADORES DE

CARCINOMA PAPILIFERO

II1.5.1. Sexo

O sexo predominante foi o feminino em 28 pacientes (87,5%).

111.5.2. Idade
A média de idade foi de 49,3 anos, variando entre 33,1 e 65,5 anos, sendo
que 30 pacientes (71,4%) apresentava idade maior de 45 anos.

21



I11.5.3. Estddio clinico
Onze (55%) eram classificados como estadio I, sete (35%) como estadio II,
dois (10%) como estadio III de acordo com o sistema TNM “®. Nao havia

pacientes em estadio IV.

II1.6. DAS CARACTERISTICAS DOS 32 TUMORES MALIGNOS

111.6.1. Tamanho das lesoes ao estudo ultrassonogrdfico
Vinte e cinco pacientes (89%) apresentaram tumores variando de 0 a 2
cm e trés (10,7%), destes, dezenove (65,5%) correspondiam a microcarcinomas
(menos de um cm de didmetro); trés correspondiam a tumores entre 2 a 4 cm
(10,7%). Quatro pacientes nao tiveram este dado informado adequadamente ao

ultrassom.

I11.6.2. Critérios ultrassonogrdficos
Quatro pacientes (13,8%) tiveram linfonodos reportados como
suspeitos ao ultrassom pré-operatorio. Nove pacientes (40,9%) apresentaram a
caracteristica de suspeicao hipoecogenicidade ao ultrassom, sendo que em mais de
uma lesdo (4,5%) o nddulo foi definido como iso/hipoecogénico; trés pacientes

(14,3%) apresentaram fluxo central ao estudo doppler, trés (14,3%) fluxo
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periférico e dez (47,6%) fluxo considerado negativo. Em onze casos estes dados
nao foram relatados.
I11.6.3. Das caracteristicas de agressividade andtomo-patologica
Desmoplasia foi encontrada em trés casos (10,7%) e multifocalidade
em quatro casos (14,3%). Nao houve nenhum caso de invasdo extracapsular e/ou
calcificagcdes na amostra estudada. Dos quatro linfonodos suspeitos, dois foram

positivos a histologia (50%).

111.6.4. Valores de expressdo de mRNA BRAF
Vinte e nove pacientes (90,6%) apresentaram expressao de BRAF entre
uma a 500 unidades arbitrarias (UA), um (3,1%) entre 500 e 1000 UA, e dois

(6,3%) acima de 1000 UA.

I11.6.5. Ocorréncia da mutacao V60OE de BRAF

Nove em 32 pacientes (28,1%) apresentaram a mutacao.

111.7. DAS LESOES BENIGNAS

Dos 35 pacientes selecionados para o estudo comparativo de risco para a
expressdo de BRAF, sete (20%) eram portadores de adenomas foliculares e 28
(80%) correspondiam a bdcios atoxicos multinodulares. Vinte e sete pacientes
(77,1%) eram do sexo feminino.
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H1.8. CIRURGIA E SEGUIMENTO DOS 67 DOENTES (CASOS MALIGNOS E

BENIGNOS)

111.8.1. Cirurgia

Todos os 67 pacientes portadores de nddulos benignos e malignos foram
submetidos a cirurgia para tratamento e tiveram seu material (tumor e tecido normal)
coletados para andlise histo-patolégica e molecular. A tiredidectomia total foi o
procedimento padrdo para os casos de neoplasia maligna. A mesma também foi
realizada em nddulos benignos quando havia nddulos multiplos dispersos pelo
parénquima glandular detectados incialmente por exame clinico e/ou
ultrassonografico. Em quatro pacientes (12,5%) portadores de carcinoma papilifero
houve, além da tireoidectomia total, esvaziamentos cervicais recorrenciais por conta

dos linfonodos suspeitos detectados aos exames iniciais.

I11.8.2. Seguimento clinico dos pacientes

A tireoglobulina foi utilizada para o seguimento dos pacientes com carcinoma
papilifero, e considerada em niveis adequados em 15 (71,4%) dos pacientes durante
o seguimento por estar abaixo de 0,2 ng/mL. Todos foram submetidos a ablagdo de
remanescentes com dosagens padronizadas em, no minimo, 100 mCi apds o que os
pacientes foram seguidos periodicamente com pesquisas de corpo inteiro (PCI) e
novas medidas de tireoglobulina de acordo com um protocolo de seguimento. Este
incluia raios X de torax, ultrassonografia cervical e de outras regides anatOmicas
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caso houvesse suspeita de acometimento destes locais. O tempo de seguimento
médio foi de 5 a 56 meses (21,3+12,45 meses). Pacientes com altos niveis de
tireoglobulina e/ou PCI suspeitas para envolvimento a distancia foram submetidos a
exames de imagem, incluindo a tomografia computadorizada se necessdrio, para
localizar a doenca. Os pacientes com recidivas localizadas e tratadas, a despeito de
novos niveis normalizados de tireoglobulina pds-tratamento da recorréncia, foram
considerados de mau prognéstico, e os pacientes restantes livres de progressao

foram considerados de boa evolugio e progndstico.
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Figura 2. Distribuicdo dos 67 pacientes da casuistica demonstrando a

classificagdo a puncdo aspirativa por agulha fina, os diagnésticos histolégicos a
amostragem final considerada para estudo

PACIENTES PORTADORES NODULOS

N=166
\’
PAAF
BENIGNOS / \ MALIGNOS
N=103 (CP)
\ / N=63
CIRURGIA
Adenoma Bécio / —
folicular multinodular Classicos VFCP CELS.ALTAS
=25 + =78 =47 + =11 s
| | | |
| |
68 excluidos 31 excluidos
35 benignos 32 malignos
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IV. METODO

Os pacientes foram submetidos a uma rotina de avaliagdo diagndstica e
seguidos de acordo com um protocolo padronizado. Todos os pacientes foram
operados e acompanhados por uma mesma equipe multidisciplinar tendo todos os
diagndsticos andtomo-patolégicos confirmados por patologistas experientes em

patologias da tiredide.

IV.1. ANALISE DA EXPRESSAO DE mRNA DE BRAF

RNAm foi isolado de tecido fresco congelado utilizando-se o protocolo do
TRIZOL (Gibco BRL, Life Technologies, Gaiterhsburg, MD), de acordo com o
protocolo. Todas as reacdes em real time PCR (qRT-PCR) foram realizadas
utilizando-se o sistema ABI Prism 7700 e o kit Taqg man EZ RT-PCR (Perkin-Elmer,
Applied Biosystems, USA).

As sequéncias inciadoras (primers) e a sonda (probe) foram desenvolvidas de
acordo com o programa Primer Express versdao 3.0 (Applied Biosystems) utilizando-
se a sequéncia M95712 do Gen Bank encontrado no endereco eletronico:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=41397219, e

descritos como a seguir: sense 5° — CTGGCCCGCTATTGC - 3’

e anti sense 5°- CCGATTCAAGGAGGGTTCCTG - 3°.
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A mistura para a rea¢ao continha 0,5 ul. de tampao ROX, 12,5 uL. de corante
SYBR Green I (Roche Molecular Biochemicals), 2 ulL de cada primer, 4ul. de
cDNA e dgua destilada graduada para se completar um volume de 25 uL. Os tubos
eram preenchidos com esta mistura e a corrida padrdo iniciava-se a 95° C por 5
minutos, seguida por quarenta ciclos a 95°C por quinze segundos para desnaturagio,
reanelamento a 60°C por um minuto e fase de extensdo a 72°C por quinze segundos.

Uma curva padrdo para se estimar a eficiéncia da PCR em tempo real foi
utilizada e curvas de dissociacdo foram geradas de modo a verificar amplificagdo
nao-especifica (Grafico 1) . Cada amostra era examinada em triplicata e os controles
foram rotineiramente obtidos. A normalizagdo foi feita utilizando-se o gene GAPDH
como padrdo interno. Picos de onda foram gerados automaticamente apds 0 processo
de ciclagem significando medidas continuas de fluorescéncia agregada a
temperatura de desnaturacdo esperada, assegurando assim a auséncia de produtos

duplicados para cada reagdo especifica.
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Grafico 1. Resultado visual final de um ciclo completo de PCR em tempo real
(gRT-PCR) para um determinado grupo de amostras. Notar a intensa diferenca entre
a amplitude das duas curvas sigmodides, revelando a grande diferenca entre a
expressao da amostra estudada (direita) e do controle interno (esquerda).

Os pacientes tiveram a andlise numérica de suas expressdes tabuladas e

plotadas de forma grafica pelo programa, como a seguir (Grafico 2).
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Grafico 2. Exemplo de distribui¢do grafica dos resultados de uma placa com
amostragem de oito pacientes e resultado visual dos dados referentes a expressao de
BRAF em relacdo ao controle negativo (NTC, a direita) e ao calibrador (CM 118N, a
esquerda), gerada pelo programa Primer Express ap0s ciclo de gRT-PCR

IV. 2. ANALISE DA MUTACAO HOT SPOT DE BRAF

A andlise da mutacdo de BRAF no exon 15 foi amplificada por reacdo
convencional de polimerase em cadeia (PCR) utilizando-se os seguintes primers:
sense 5’- GCTTGCTCTGATTGAGGGAAAA -3’
antisense 5’- GATACTCAGCAGCATCTCAGG - 3°.

As condi¢des da PCR foram: denaturag@o inicial a 95°C por cinco minutos,
seguidos por mais quarenta ciclos de denaturagio a 94°C por vinte segundos,

anelamento a 56°C por vinte segundos e extensdo a 72°C por dez minutos. Os
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produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose e
posteriormente a acdo da enzima de restricdo TspRI (New England Biolabs, INC).
A leitura dos resultados se fez apds coloragdo do gel em brometo de etidio e
submissdo a iluminagao ultravioleta para visualizacdo. A mutagdo hot spot (V60OE)
cliva os sitios de restricao, resultando numa banda de 224 pares de bases referente

ao alelo mutante e bandas residuais do alelo normal, como observado na Figura 3.

DO 224 bp

Figura 3. Gel em agarose a 2% com coloracio por brometo de etidio, demonstrando
a mutacao V60OE de BRAF em amostra de tecido de carcinoma papilifero de tiredide
(fragmento de 224 pb)

Para a andlise de progndstico convencionou-se dividir a expressao
quantitativa de BRAF classificada de uma a mil unidades arbitrarias (UA). Os
pacientes foram divididos em grupos A (expressdo leve, 1 a 500 UA), B (expressao
moderada, de 500 a 1000 UA) e C (hiperexpressao, > 1000 UA). Dados clinicos,

laboratoriais € andtomo-patoldgicos referentes tanto ao diagndstico quanto ao
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seguimento foram analisados correlacionando-se o valor das expressdes obtidos.
Para anélise de progndstico foram identificados e excluidos da amostra os casos com

mutagdo de BRAF positiva.

V. 5. ANALISE ESTATISTICA

O software SAS/STAT (Statistical Analysis System) versdo 8.2 (Cary NC,
USA, 1999-2001) foi utilizado para as anélises estatisticas.

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para se verificar a significancia
estatistica para as diferencas absolutas de expressdo entre nddulos benignos e
malignos.

Uma curva ROC (receiver operating characteristic) foi construida plotando-
se a sensibilidade (casos realmente positivos para neoplasia) no eixo Y e o
complemento da especificidade (a propor¢dao de falsos positivos, ou seja, 0S
inicialmente suspeitos porém ndo confirmados, /- spec) no eixo X para diferentes
pontos de corte relacionados a expressao de BRAF.

Sensibilidade, especificidade e valores preditivos foram calculados segundo
formulas padronizadas e o teste exato de Fisher foi utilizado para demonstrar a
associacao entre estes e o nivel de significancia da mesma.

O teste qui-quadrado foi utilizado para o calculo do risco relativo para

malignidade (odds ratio).
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A associagdo entre a expressdo de BRAF e sobrevida foi testada utilizando-se
o teste de associagdo de probabilidades de Spearman.

A forca de associacdo do estudo e a probabilidade reportada para falsos
positivos (FPRP, false-positive report probability) foi calculada segundo Wacholder
et al. ®”. Esta representa a probabilidade de uma observada associacdo em estudo
ser ou ndo um resultado falso positivo. Considera-se FPRP > 0,5 indicativo de
associacao valida (digna de nota), quando pequenas casuisticas.

O nivel de significancia aceito foi de 5%.
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V. Resultados
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V. RESULTADOS

V.1. DADOS SOBRE PREDISPOSICAO / SUSCEPTIBILIDADE OBTIDOS
PELA EXPRESSAO DE mRNA BRAF

Os valores de expressio de BRAF foram significantemente maiores em
nédulos com resultado andtomo-patolégico maligno para carcinoma papilifero
(198,24373,9 UA) do que em nddulos de etiologia benigna (4,1+6,9 UA; p<0,0001),

como demonstra a Tabela 3.

EXPRESSAO BRAF
grupo n média desvio- minimo mediana maximo IC IC 95%- Valor-p
padrao 95%-  Limite
Limite Superior
Inferior
benignos 35 4,1 6,9 0,007 1,3 37,2 1,7 6,5

malignos 32 1982 3739 083 315 14958 634 3330 <0000

Tabela 3. Valores absolutos para a expressio de mRNA BRAF nos tumores
malignos e benignos, demonstrando os limites minimos € maximos de expressdo e a
significancia estatistica desta diferenca

O Griéfico 3 ilustra visualmente esta diferenca.
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Grafico 3. Diferenca entre o maior pico de expressdo de BRAF para nédulos benignos (azul)
e malignos (vermelho) da amostragem estudada

Um ponto de corte (cut off) de 4,712 UA, identificado por uma curva ROC
(Grafico 4), foi capaz de discriminar ndédulos malignos com uma acurécia de 79,1%,
valor preditivo positivo de 76,5%, sensibilidade de 81,3% e especificidade de

77,1%, como descrito a seguir na tabela 4.
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Grafico 4. Distribuicdo dos 67 casos estudados pela curva ROC para a expressao
de mRNA BRAF para diferenciacdo de nddulos benignos e malignos utilizando-se o
valor de ponto de corte 4.712.

o
]

Sensitivity

0 0,1

0,2 0,3

0,4

=0m 4,712 UA

--- linha de referéncia

0,5 0,6 0,7 0,8 0,9

1-Specificity

Malignos | Benignos | Total | VPP ~SENs. VPN = ESP ACUR p
n (32) n (35 |[n(67)
mRNA >4.712 26 8 34
BRAF <4712 6 27 33 76,5 81,3 81,8 77,1 79,1 <0.0001
IC 67,7 632 694
(95%) 94,8 91,1 88,8

Tabela 4. Sensibilidade, especificidade e valores preditivos para os pacientes
portadores de carcinoma papilifero x nddulos benignos da amostra estudada,
considerando-se o ponto de corte identificado.
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Quanto ao risco para malignidade, tivemos que, na diferenciagdo dentre
nddulos benignos e malignos, a expressao, quando acima do ponto de corte, elevou o

o risco em 14 vezes, como ilustrado na Tabela 5.

Tabela 5. Odds ratio (razdo de chances) calculada para a expressio de mRNA de
BRAF entre os pacientes portadores de nddulos benignos e malignos, representando
o risco relativo para malignidade para a expressao acima do ponto de corte

BENIGNOS MALIGNOS p OR (CI95%)
n % n %o
35 32 Total
mRNA BRAF <0.0001
>4.712 8 229 26 81.3 34
<4.712 27 77.1 6 18.7 33 14.06 (4.28 to 46.23)

V.2. DADOS PROGNOSTICOS E A EXPRESSAO DE mRNA BRAF

Nao houve correlacio significativa entre a expressao de BRAF (excluidos os
casos portadores da mutacao) e sobrevida (r=0,54; p =0,007), como demonstrado na

Tabela 6. Nao foi possivel calcular curvas de sobrevida.
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Tabela 6. Distribuicio dos 23 pacientes
portadores de carcinoma papilifero de tiredide
demonstrando o indice de correlagdao de Spearman
entre expressdo e sobrevida. Foram excluidos os
nove pacientes portadores da mutagdo V60OE.

valor-p do
Caracteristicas n r r
Total 23 0,5408 0,0077
Com Recidiva/6bito 1 Naio calculdvel
Sem Recidiva/dbito 22 0,4333 0,0213

V.3. VERIFICACAO DA MUTACAO CONVENCIONAL

Dos 32 pacientes, nove (28,1%) apresentaram a mutacao hot spot, sendo que

todos eles eram pertencentes ao grupo C.

V.4. SOBRE O PODER DO ESTUDO E CALCULO DA PROBABILIDADE

PARA FALSOS POSITIVOS REPORTADA (FPRP)

O poder do estudo para a expressdo de BRAF e evolucao foi de 99% e o valor

de FPRP 0,84, como demonstrado na tabela 7.
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PROBABILIDADE

EVENTO CANCER P 0  ORICY95%) Poder FPRP
mRNA 14.06 (4.28 a
BRAF 32/67 0,48 0,05 46.23) 0,99 0,84

Tabela 7. Probabilidade de evento, poder do estudo e valor do FPRP para os 32
casos de carcinoma papilifero com expressao de BRAF determinada por gRT-PCR
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VI. Discussdo
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VI. DISCUSSAO

VI.1. GENERALIDADES
O carcinoma papilifero de tiredide € a neoplasia enddcrina mais comum em
humanos, correspondendo a cerca de 1% de todos os tumores malignos, afetando

principalmente mulheres Y.

Devido as novas tecnologias em imagem,
especialmente com o advento da ultrassonografia de alta resolucdo, a sensibilidade
para a deteccdo de nddulos e as técnicas para puncdo e diagndstico citoldgico
tiveram grande evolu¢do. Contudo, estes métodos também levaram a identificacdo
de tumores cada vez menores, que possuem seu significado clinico questiondvel a
despeito do diagndstico de cancer, sendo um grande numero destes de pouca
relevancia clinica . Temos ainda que as estratificacdes de risco nem sempre sdo
concisas sobre o seguimento a ser adotado para cada paciente "*"?. Uma série de
técnicas modernas, incluindo imunohistoquimica e andlises moleculares t€ém sido
aplicadas na tentativa de se estabelecer o diagndstico de malignidade e realizar
distincdo de gravidade entre os nodulos de relevancia. Infelizmente, todos os
marcadores descritos at¢é o momento, incluindo a detec¢do imunohistoquimica de
BRAF, demonstraram sérias limitacoes ©> 77

Embora 60 a 70% dos carcinomas papiliferos de tiredide possam apresentar
mutagdes ativadoras em RAS, uma mutagdo no gene BRAF ou um rearranjo
RET/PTC com subsequente ativacdo da via de sinalizagcdo RAS/RAF/MAPK também

~ ~ . 76
mostraram correlacdo com a progressdo da doenca em carcinomas humanos 7.
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Apesar do vasto conhecimento a respeito da mutacdo hot spot de BRAF, a
utilidade clinica da expressio de BRAF como um indicador de doenca ndo foi
explorada até o momento, e € bem estabelecido também que cerca de 20% a 30%
dos ndédulos submetidos a pungdo aspirativa por agulha fina s@o diagnosticados

como indeterminados ",

VI.2. CONTRIBUICAO DO TRABALHO ATUAL

O presente trabalho demonstrou que a ativacdo do gene BRAF, determinada
pelos altos niveis de expressdao encontrados, ocorreu de modo quantitativamente
superior nos carcinomas papiliferos quando comparada aos adenomas foliculares ou
bdcios, identificando assim um possivel marcador de predisposi¢cdo a malignidade.

Noédulos com hiperexpressdao de BRAF acima do ponto de corte apresentam
um risco relativo para carcinoma papilifero 14 vezes maior (como observado na
tabela 5), corroborando o primeiro achado.

No presente estudo foi quantificada a expressdo em espécimes cirirgicos,
porém este método poderia ser perfeitamente aplicavel ao material citolégico obtido
por punc¢do por agulha fina, criando assim uma importante ferramenta diagndstica
factivel, de boa sensibilidade, especificidade e acuricia e reprodutivel em larga
escala, de acordo com o postulado por Mitteldorf e cols. em 2008, muito embora
este ndo tenha feito referéncia especifica a BRAF "®. Embora trabalhos recentes
sobre o estudo da mutacdo em material citoldgico tragam alguma luz a questdo, estes
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carecem de definicdo sobre sua utilidade diagndstica, e reportam-se a possiveis
questdes prognésticas quando da ocorréncia da mutacio . Observa-se que, além
desta confirmacao necessdria, ainda hd a necessidade de verificacdo do diagndstico
por outros métodos, tornando-o ainda mais caro e de pouca confiabilidade na prética
clinica > *”. Nzo ha dados de nosso conhecimento na literatura correlacionando o
nivel de expressio de BRAF em espécimes citologicos e sua possivel utilidade
diagnéstica, portanto os dados deste trabalho poderdo ter sua aplicabilidade clinica.

O poder do estudo para a expressao de BRAF e evolucdo foi de 99% e o valor
de FPRP 0,84, indicando que os dados diagndsticos para este grupo analisado foram
validos e significativos, a despeito do pequeno nimero de pacientes investigado.

Watanabe et al. (2009) demonstraram que a expressao varidvel da mutagdo
hot spot pode modificar caracteristicas de carcinomas papiliferos através de seus
efeitos na expressio génica ©”. Portanto, as medidas de expressdo quantitativas de
BRAF, em conjunto com outros critérios classicos de progndstico, poderiam auxiliar
na identificacdo de pacientes de mais alto risco e individualizar a melhor estratégia
terapéutica para cada paciente.

No presente trabalho esta correlacdo nao foi possivel dado o pequeno nimero
de casos estudados e, mais relevante ainda, dado o fato de que os pacientes ainda
possuem curto tempo de seguimento e até 0 momento nio apresentaram critérios de
mau progndstico (recidiva e/ou 6bito pela doenga), a ndo ser por um caso. O dado
obtido pelo teste de associacio de Spearman demonstrou correlagdo nao
significativa, porém isto pode dever-se aos fatores mencionados acima. Da mesma
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forma o pequeno nimero de pacientes estudados para a mutacdo impediu a andlise
adicional em progndstico com significincia estatistica para este subgrupo
especificamente.

O intuito de se identificar a mutagdo foi, além de se verificar sua ocorréncia,
excluir estes casos da amostragem de tumores malignos e realizar novo estudo no
qual pudéssemos demonstrar risco progndstico independente da mutacdo para a
expressao de BRAF, o que ndo foi possivel dado o pequeno niimero de casos, mas

que pode ser factivel em casuisticas maiores.

V.3. A EXPRESSAO DO GENE BRAF E OUTROS GENES MARCADORES
A expressdo de BRAF parece representar um fator clinico independente de
suscetibilidade que, em conjunto com outros marcadores moleculares, pode auxiliar
na delineacdo de um modelo poligénico de risco para cancer bem diferenciado de
tiredide entre uma grande populacdo de individuos portadores de nddulos,
mostrando assim um possivel cardter diagndstico como marcador. E plausivel
também que sua expressao se correlacione com a de NIS e MUC, assim como
sabidamente com RAS, ajudando a definir casos de maior agressividade e
propiciando assim uma maior individualizagdo do tratamento quando de sua
detecgao.
Apesar do cardter indolente para a maioria dos doentes, ha séries de casos
em que a evolugdo do carcinoma papilifero é marcada por inimeras recidivas ou
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grande agressividade e invasdo locais, sendo esta outra faceta da patologia que
especificamente também indica mau progndstico, € ndo somente evolucdo a 6bito;
para estes pacientes, muitas vezes ndo hd mais a possibilidade de cura e com
frequéncia ha a diminuicdo da captagdo de iodo radioativo pelo tecido neopldsico em
progressdo ou recorrente, tornando muito dificil o tratamento pelos métodos
convencionais. Assim, tratamentos novos e especificos sdo uma necessidade

premente para estes casos.

A via MAPK tem uma posicdo chave dentro deste processo pelos motivos
explicados inicialmente, € uma vez que ela pode ser ativada alternativamente por
uma série de genes e interagdOes, incluindo BRAF (por mutacdo e talvez por
superexpressao, fica a sugestdo a ser continuada neste trabalho), fica claro o papel
de inibidores desta cascata, em suas mais variadas formas — desde os inibidores na
génese do processo quanto inibidores dos intermedidrios ou efetores da cascata de
sinalizacdo - como a delineacdo de um novo conceito de tratamento, assim chamado,

portanto, terapia-alvo, na qual BRAF ja vem sendo foco de estudo.

O presente trabalho visou elucidar estas caracteristicas patogé€nicas também
para a expressdao, € nao somente para a mutagdo; como ativadora da via de
sinalizacdo, a expressdao pode ser ferramenta ttil tanto na identificagcdo de tumores
quanto no prognostico e tratamento.

Ja existem esforcos neste sentido, com o desenvolvimento de inibidores

(81, 82)

especificos in vitro e seu uso experimental em modelos animais , alguns
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compostos parecem ser bastante promissores interferindo na génese do processo,
como o chamado BAY 43 9006 ®** que, embora inibindo indistintamente todos os
genes da chamada familia RAF, ja possui efeito comprovado em células de cultura
para melanoma, bloqueando a sinalizacdo de RAF quinases e com isto inibindo a
sintese do DNA e a proliferacdo celular que seria induzida por BRAF, levando a
apoptose em células com a mutagdo hot spot em ratos cobaias ®*. Por outro lado
compostos que atuam na via intermedidria, como inibidores de MEK (CI-1040),
agem em passos diferentes da cascata que niao na agdo iniciadora levando ao um
mesmo efeito final, mas ainda ha didvidas quanto a eficicia de certas substincias e
muitos estudos ainda ndo foram autorizados em humanos, portanto seus efeitos, bem

como interacdes medicamentosas e efeitos colaterais seguem ainda desconhecidos

(85, 86)

O presente trabalho identificou a expressio de BRAF como um importante
fator capaz de predizer malignidade, mas ndo foi possivel delinear associacdo
progndstica entre hiperexpressdo € mi evolu¢cdo no mesmo, o que poderia ser
realizado com o aumento da casuistica € um maior tempo de seguimento
observacional, de modo a tentar demonstrar correlacdo entre altos niveis de
expressdo e sobrevida. Este campo permanece aberto para estudos prospectivos
posteriores que enfoquem seu papel ndo sé no diagndstico, mas também na
progressdo e agressividade destes tumores, assim como ocorre para a mutagao.

Objetivamos estas conclusoes para um futuro proximo, em novo trabalho.
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A despeito das davidas lancadas pelos poucos trabalhos a respeito do assunto
na literatura, acreditamos que a expressdo de BRAF pode realmente ser dependente
do status da mutacdo, dada a grande diferenca de valores absolutos entre ndédulos
benignos (em que sabidamente esta ndo ocorre) e malignos identificados pela
descritiva e reforcados pelo teste de Mann-Whitney. Porém uma série de outros
determinantes de efeito contrarregulador pode determinar esta hiperexpressao, visto
que a cascata sinalizadora em que o gene estd implicado é sabidamente muito
complexa e envolve, como descrito inicialmente, uma série de potenciais ativadores
e reguladores. BRAF seria apenas um intermedidrio, com poder proprio de ativacao

andmala pela mutacdo, porém de etiologia incerta pela expressdao, motivo pelo qual

delineamos este trabalho.

Artigos recentes colocam que a mutagdo de BRAF pode afetar a expressao de
um grande nimero de genes, incluindo o proprio BRAF em si, de um modo notével
%% ‘mas ainda sdo poucos os dados que relacionam esta expressdo 2 modulacio da
génese do tumor. O perfil de expressao génica nos carcinomas papiliferos de tiredide
sugere um painel varidvel no qual muitas fases do ciclo celular sdo estabelecidas
progressivamente, do carcinoma bem diferenciado ao mais indiferenciado, e isto €
marcado pela notdria ativagdo de genes de proliferacido celular @7, Alguns genes
classicos como RET também estdo claramente superexpressos no carcinoma
papilifero em comparagdo com tecidos ndo neoplasicos, apesar do papel do rearranjo

RET/PTC ®®. Além do mais, outros genes como NATH (assim chamado por sua

similiaridade de aminoédcidos com o sistema N-acetil-transferase de Saccharomyces
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cerevisiae, NATI, t€ém significincia desconhecida, apesar de sua comprovada
superexpressao, por conta de poucos dados a respeito de sua fungdo na proliferacdo
e apoptose celular **°.

A superexpressdo de BRAF também € encontrada em tumores hipofisarios
benignos, enquanto que a mutagdo hot spot nao € um achado significante nestas
neoplasias, colocando assim evidéncia unicamente sobre a expressdo como um
marcador independente para a geracdo de neoplasias ®”. Dada a pequena casuistica
referente as mutacdes no presente trabalho, mais dados serdo necessdrios para se
estabelecer uma relacdo de causa e consequéncia entre hiperexpressdo e mutagao,
uma vez que ainda ndo se sabe ao certo como se da esta interagdo. Kondo et al. em
2007 determinaram que a superexpressdao da proteina BRAF € independente do
status mutacional nos carcinomas de tiredide “”. Estes dados claramente evidenciam
a importancia de expressao de marcadores, tanto os bem conhecidos quanto os
pouco estabelecidos em cancerologia e mais, fornecem algumas pistas a respeito do
papel independente da expressio de BRAF no desenvolvimento e progressao
neopldasicos a despeito da ocorréncia ou ndo da mutagao hot spot.

Apesar destes relatos, ndo é de nosso conhecimento até o0 momento nenhum
trabalho na literatura envolvendo a expressao de BRAF e dados que intentaram
realizar associagdo entre os achados moleculares e clinicos dos pacientes em questao

de modo prospectivo, limitando-se os citados apenas a andlise da mutagdo em

espécimes emblocados para estudo e sua correlacdo com estudos sobre expressao.

49



Os dados do presente trabalho sugerem que a expressao de BRAF pode ajudar
a identificar nédulos malignos com grande fidedignidade, boa acuricia e facilidade
de execugdo, estabelecendo relacdo de risco relevante para malignidade diretamente
proprocional a expressao a partir de determinado ponto de corte.

Aproximadamente cerca de 70% dos carcinomas papiliferos de tiredide
portam mutacdes em BRAF, resultando numa ativagdo para a via das MAP quinases
como exposto anteriormente. Acreditamos que, a partir da quantificacdo da
expressao de BRAF e estudo de sua correlacio com a mutacdo V60OE, juntamente
com os critérios cldssicos de progndstico clinico, seja possivel delinear uma
estratificacdo para pacientes de alto risco para ma evolugdo.

Investigacdo adicional € necessdria em maior casuistica e por tempo maior de
seguimento, de modo a testar a capacidade deste modelo.

A importancia deste trabalho se revela nos achados diagndsticos e na
sugestdao da possibilidade de aplicacao do método em material citolégico, a fim de se
verificar sua aplicabilidade em maior escala e testar a expressdao de BRAF (e nao
somente a mutagdo) como marcador preditivo de malignidade, bem como testar

também esta expressao como ferramenta com valor preditivo de sobrevida.
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VII. Conclusdao
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CONCLUSAO

Concluiu-se que:

1. Foi possivel detectar e mensurar a expressdo do gene BRAF em tecido
tireoidiano normal e neopldsico pela técnica de quantitative real-time PCR (qRT-
PCR) definindo esta expressdo génica como um marcador para malignidade na

amostra estudada;

2. Foi verificada a ocorréncia da mutagdo hot spot no gene BRAF em 28,1% dos

casos de carcinoma papilifero;

3. A correlacdo entre a expressio de BRAF nos pacientes portadores de

carcinoma papilifero de tire6ide e ma evolucdo neste trabalho, dentro dos limites da

presente andlise, ndo foi significativa.
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