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Resumo

Introducdo: O carcinoma papilifero de tireoide é a neoplasia enddcrina mais frequente e sua
incidéncia triplicou nos ultimos 35 anos. Embora o carcinoma papilifero de tireoide tenha um
bom prognostico, 1% a 30% dos pacientes desenvolvem recorréncia e metastase. Algumas carac-

Sobrevida; o - - - . ) " RN
Recorrénc’ia' teristicas clinicas e genéticas estao associadas a um pior prognostico. A mutacao mais frequente
Prognostico ’ € a BRAF p.V600E, a qual tem sido associada a muitas caracteristicas clinicas de pior prognos-

tico. No entanto, muitos estudos apresentam resultados controversos, sem qualquer associacao
entre a mutacdo em BRAF e caracteristicas clinicopatoldgicas de pior prognostico.

Objetivo: Uma vez que o valor progndstico das mutacées em BRAF permanece controverso,
investigar a importancia dessa mutacao em decisdes terapéuticas para o carcinoma papilifero
de tireoide.

Método: Foi avaliada a associacdo da mutacdao em BRAF com caracteristicas de pior prognos-
tico em 85 pacientes com carcinoma papilifero de tireoide acima de 45 anos tratados no A.C.
Camargo Cancer Center, de 1980 a 2007. A mutacao em BRAF foi avaliada por pirossequencia-
mento. A analise estatistica foi feita com o software SPSS.

Resultados: A média de idade dos pacientes foi de 54 anos (variacdo de 45—77), 73 eram
mulheres (85,8%) e 12 eram homens (14,2%). Entre eles, 39 casos (45,9%) apresentaram exten-
sao extratireoidiana e 11, doenca recorrente. A mutacao em BRAF foi detectada em 57 (67%)
pacientes. Nao foi observada associacao significante entre mutacao em BRAF e sexo (p=0,743),
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idade (p=0,236), estagio N (p=0,423), infiltracdo vascular e perineural (p=0,085) ou multi-
focalidade (p=1,0). Apesar de ndo apresentar associacdo estatistica, a maioria dos pacientes
com doenca recorrente foi positiva para BRAF (9 em 11) (p=0,325). Os pacientes afetados pela
mutacao em BRAF estdo associados a tumores maiores do que 1 cm (p=0,034) e com extensao

extratireoidiana (p=0,033).

Conclusdo: Embora a mutacao em BRAF seja amplamente avaliada, ndao ha dados consisten-
tes que demonstrem uma melhor sobrevida ou beneficio clinico ao incorpora-la a deciséao
terapéutica para o cancer de tireoide.

© 2020 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado
por Elsevier Editora Ltda. Este & um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

O carcinoma bem diferenciado da tireoide (CDT) é a lesao
maligna endodcrina mais comum e sua incidéncia triplicou
nos Gltimos 35 anos, afetou mais de 50.000 individuos nos
EUA em 2018." A maioria dos carcinomas da tireoide é deri-
vada de células foliculares da tireoide que dao origem aos
subtipos de carcinoma papilar (CPT) e carcinoma folicular
(CFT) da tireoide.? O CPT representa 80%-85% de todos os
carcinomas da tireoide e alguns fatores de risco foram asso-
ciados ao desenvolvimento da doenga, inclusive exposicao
a radiacdo, baixo consumo de iodo e histérico familiar de
carcinoma da tireoide.??

Em geral, o CPT tem um bom progndstico, com taxa
de sobrevida de 5 anos acima de 90%; no entanto, alguns
pacientes ndo respondem ao tratamento e marcadores prog-
nosticos mais precisos nao estao bem estabelecidos na rotina
clinica.” Ha um risco de recorréncia que varia de 5% a 30%,
depende do estagio da doenca ao diagndstico.’ Atualmente,
os fatores criticos no desfecho de pacientes com CPT sao
a idade ao diagnostico (> 55 anos) e a presenca de exten-
sao extratireoidiana. Fatores adicionais incluem tamanho do
tumor, tipo histologico, presenca de metastases e resseccao
tumoral incompleta.*> Além de fatores clinicos e patologi-
cos, alteracoes genéticas também foram avaliadas no CPT.
A variante molecular mais importante é a mutacao em BRAF
p.V600E.°

A frequéncia das mutacoes BRAF varia de 29%-87% na
populacdo (média de 45%).”® Embora mais de 40 mutacées
tenham sido identificadas no BRAF, a area hot spot mais fre-
quente, responsavel por mais de 90% de todas as mutacoes
BRAF, é a transversao de nucleotideo T1799A BRAF, que ori-
gina uma proteina mutante V600E com ativacao constitutiva
da quinase BRAF.>'® O BRAF ¢ um ativador potente da via
da proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK), que tem
um papel importante na regulacao do crescimento e divisao
celular por meio do bloqueio da apoptose e regulacao da
proliferacao e invasdo.'"'?

Varios estudos relataram uma correlacdo da mutacao
em BRAF V600E com caracteristicas clinicas e patoldgi-
cas do CPT mais agressivo, como metastases distantes ou
nodais, tamanho tumoral maior e estagio avancado.'"'? A
presenca da mutacdo em BRAF p.V600E foi incluida nas
Ultimas recomendacdes da American Thyroid Association
(ATA)"> como um fator a ser considerado na estratificacao
de risco de um curso clinico pior no CPT.

No entanto, uma série de estudos ndo observou
associacao entre a mutacao em BRAF e marcadores clini-
copatoldgicos de mau prognéstico.'®"> Uma visao geral da
literatura indica que os dados clinicos que ligam a mutacéo
em BRAF aos desfechos de CDT nao sao muito consistentes,
com muitos resultados controversos.'# %7 Visto que o signi-
ficado prognéstico das mutacées BRAF permanece um tépico
de debate com relatos conflitantes, neste estudo pretende-
mos avaliar se a presenca da mutacao em BRAF é um fator
prognostico em pacientes com mais de 45 anos e carcinoma
papilifero de tireoide.

Método
Pacientes

Estudo retrospectivo com revisao de pacientes submetidos
a tireoidectomia total entre janeiro de 1980 e dezembro de
2007 no Servico de Cirurgia de Cabeca e Pescoco e Otor-
rinolaringologia do A.C. Camargo Cancer Center (Brasil).
Incluimos neste estudo 85 amostras de CPT disponiveis para
extracao de DNA de pacientes com > 45 anos. O estudo
foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa em seres
humanos (protocolo n° 1541/11).

Caracterizacao clinica e histopatolégica

Os dados clinicos foram coletados para cada paciente,
inclusive idade, sexo, fatores de risco para cancer
de tireoide e seguimento (cintilografia pos-operatéria,
ultrassonografia com tireoglobulina sérica ou tomografia
computadorizada). A deteccao de doenca persistente e
recorrente foi feita por ultrassom, dosagem sérica de
tireoglobulina em pacientes sem anticorpos anti-Tg (com
ou sem estimulacdo com rhTSH), varredura com 'l e
PAAF de acordo com as diretrizes da ATA para segui-
mento (ou seja, com o ponto de corte de 6 meses).”> A
classificacao histoldgica das amostras foi revisada por um
patologista experiente que usou interpretacao cega e as
caracteristicas patologicas foram avaliadas, como variante
histoldgica, invasao vascular, multifocalidade e estadia-
mento TNM. '8
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Processamento de tecidos e extracao de DNA

As amostras cirlrgicas foram coletadas e armazenadas de
maneira adequada no Banco de Tumores do A.C. Camargo
Cancer Center, obedeceram a todas as exigéncias legais e
éticas. Amostras frescas congeladas de carcinomas papila-
res da tireoide foram obtidas de 85 pacientes submetidos
a resseccao cirurgica. As amostras foram microdissecadas
manualmente para atingir pelo menos 70% de representacao
maligna e o DNA foi extraido com um método padrao a base
de fenol/cloroférmio. A integridade e concentracao do DNA
foram verificadas em gel de agarose e NanoDrop (ND-1000
Spectrophotometer v. 3.0.1, Labtrade).

Deteccdo da mutacdao em BRAF V600E
por pirossequenciamento

Inicialmente, a regiao de interesse foi amplificada por PCR
(codon 600 do gene BRAF) com 20 ng de DNA e 0,2 uM
de primers marcados (Epigendx, Worcester MA, Inglaterra,
ensaio ADS871, e PCR MasterMix [Qiagen]). Controles sem
molde (no template), um positivo (linhagem de células
de cancer de coélon WiDr), e controles negativos (DNA
humano nao metilado da Epitech, Qiagen) foram incluidos
em todos os testes feitos. A fim de confirmar as amplificacoes
bem-sucedidas, os produtos de PCR foram submetidos a ele-
troforese em gel de agarose a 1%. O pirossequenciamento foi
feito de acordo com as recomendacdes dos fabricantes no
sistema PyroMark Q96 ID (Qiagen, Valencia, EUA). A troca de
nucleotideo T por A no cddon 600 em mais de 10% dos alelos
foi considerada positiva para mutacao em BRAF.

Analise estatistica

A associacdo entre a mutacdo em BRAF e variaveis cate-
goricas foi testada com o teste X2 ou teste exato de
Fisher, conforme apropriado. O teste t de Student foi usado
para avaliar a associacdo com variaveis continuas com
distribuicao normal, enquanto o teste U de Mann-Whitney
foi usado para variaveis continuas com distribuicdo anor-
mal. As curvas de sobrevida livre de doenca foram analisadas
pelo método de Kaplan-Meier, que avaliou a significancia da
diferenca estatistica entre pacientes BRAF-positivos e BRAF-
-negativos com o teste de log-rank. Finalmente, a analise de
regressao de Cox do tempo de sobrevida livre de recorrén-
cia foi feita, inclusive o status do BRAF e todas as variaveis
associadas a recorréncia na analise univariada. Significan-
cia estatistica foi considerada com p<0,05 e os intervalos
de confianca foram fixados em 95%. A analise estatistica foi
feita com os softwares SPSS (v. 21.0; SPSS, Chicago, IL, EUA)
e o Graphpad Prism (v. 5.0; GraphPad Software Inc., La Jolla,
CA, EUA).

Resultados
Dados clinicos
Entre os 85 pacientes incluidos neste estudo, 73 eram mulhe-

res (85,8%) e 12 eram homens (14,2%). A média da idade foi
de 54 anos (variacao, 45-77) e 29 (34%) pacientes tinham

mais de 55 anos. Todos os tumores avaliados eram carcino-
mas papiliferos de tireoide, os tipos de variantes histoldgicas
foram revisados pelo patologista e 59 amostras foram classi-
ficadas como classicas (69,4%), 19 como foliculares (22,3%)
e 6 como subtipos de variantes raras (8,3%). A extensao
extratireoidiana estava presente em 39 casos (45,9%) e a
infiltracao vascular e perineural em sete pacientes (8,2%).
A maioria dos casos apresentava nodulos Unicos (53 de 85,
62,4%) e 42 (49,4%) pacientes apresentavam nodulos tireoi-
dianos menores do que 1 cm. O periodo médio de seguimento
foi de 92 meses.

Mutacdo em BRAF e associacdo com dados clinicos

A mutacdo em BRAF foi detectada em 57 (67%) de
85 pacientes. Os pacientes foram classificados em dois gru-
pos de acordo com o status da mutacao em BRAF V600E
(BRAF positivo vs. negativo) (tabela 1). O sexo nao estava
associado ao status do BRAF (p=0,743), nem a idade ao
diagndstico (p=0,236). Nenhuma associacao significativa foi
observada entre a mutacdo em BRAF e a variante histolo-
gica (p=0,075), estagio N (p=0,423), infiltracdo vascular e
perineural (p=0,085), multifocalidade (p=1,0) e metastase
linfonodal (p=0,423))

Pacientes afetados pela mutacdo em BRAF estdo asso-
ciados a tumores maiores do que 1cm (p=0,034) e com
extensao extratireoidiana (p=0,033). A recorréncia da
doenca foi detectada em 11 de 85 (13%) pacientes. Nove
deles eram positivos para a mutacao em BRAF. As recorrén-
cias foram locais e regionais em nove pacientes, enquanto
dois apresentaram doenca a distancia. O seguimento médio
dos pacientes com recorréncia foi de 34 meses. Todas as
recorréncias tiveram confirmacdo patologica (bidpsia por
puncdo aspirativa com agulha fina ou cirurgia) ou resultados
de imagem combinados com fortes evidéncias bioquimi-
cas. Embora a maioria dos pacientes com recorréncia fosse
BRAF positivo, ndo foi encontrada significancia estatis-
tica (p=0,325). O tempo médio para a recorréncia foi de
18 meses (variacao, 1-106). A analise de Kaplan-Meier para a
sobrevida doenca-especifica ndo mostrou associacao estatis-
ticamente significativa com a mutacao em BRAF (p=0,272)

(fig. 1).
Discussao

Carcinomas de tireoide bem diferenciados derivados do
epitélio folicular sdao os mais frequentes do sistema endo-
crinolégico e o tipo histologico predominante é o carcinoma
papilar, correspondem a 80%-90% de todos os CDT."” Os
carcinomas papiliferos da tireoide geralmente sao indolen-
tes, com sobrevida favoravel em longo prazo, usam-se os
tratamentos atualmente estabelecidos. As taxas de sobre-
vida geral de 10 anos para esses pacientes é de quase
90%; entretanto, 5% a 10% podem desenvolver recorréncia
regional e 10% a 15%, metastases a distancia.>?’ Algu-
mas caracteristicas histopatologicas estao associadas a pior
progndstico, como tumores maiores com extensao extratire-
oidiana, metastases a distancia e metastases em linfonodos
cervicais. Um marcador molecular prognostico adicional
€ a mutacao em BRAF V600E, a alteracdo mais comum
no CDT.® Muitos estudos demonstraram uma associacao da
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Tabela 1  Dados clinicos e histopatolégicos de 85 pacientes e associacdo com a mutacédo BrafV600k
Variavel Categoria Mutacdo BRAFY60E (%) p-valor
Negativa Positiva
Sexo Masculino 3 (25) 9 (75) 0,743
Feminino 25 (34.2) 48 (65.8)
Idade (anos) <55 21 (37.5) 35 (62.5) 0,236
>55 7 (24.1) 22 (75.9)
Tamanho do tumor <1cm 9 (21,4) 33 (78,6) 0,037
>1cm 19 (44,2) 24 (55,8)
Status dos linfonodos pNO 23 (35,9) 41 (64,1) 0,423
pN1 5 (23,8) 16 (76,2)
Variante histologica Carcinoma Papilar 15 (25,4) 44 (74,6) 0,075
Carcinoma Folicular 10 (52,6) 9 (47,4)
Rara 3 (42,9) 4 (57,1)
Multifocalidade Nao 18 (34) 35 (66) 1,0
Sim 10 (32,3) 21 (67,7)
Extensao extratireoidiana Nao 19 (44,2) 24 (55,8) 0,033
Sim 8 (20,5) 31 (79,5)
Infiltracao Vascular/ Perineural Nao 28 (36,4) 49 (63,6) 0,089
Sim 0 (0) 7 (100)
Recorréncia Nao 26 (35,1) 48 (64,9) 0,325
Sim 2 (18,2) 9 (81,8)
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Figura1 Sobrevida doenca-especifica de acordo com a presenca da mutacao em BRAF.

mutacdo em BRAF com desfechos mais desfavoraveis de
CPT.2" Em contraste, estudos adicionais ndo encontraram
qualquer correlagcao entre essa mutacao e um pior prognos-
tico do CPT.">?2 Considerando esses achados controversos
sobre o papel da mutacao em BRAF V600E na agressividade
clinicopatologica do CPT, investigamos a presenca dessa
mutacao em 85 CPTs de pacientes com mais de 45 anos e
sua associacdo com caracteristicas clinicas de prognostico
ruim. A mutacao em BRAF foi detectada em 67% dos casos;
essa frequéncia é semelhante a descrita anteriormente em
estudos italianos, que relataram frequéncias de até 66%.%

Por outro lado, a prevaléncia é menor na populacao japo-
nesa, foi observada em apenas 38% dos pacientes, o que é
semelhante a encontrada nos EUA (40%).'>%

A fim de investigar o potencial valor progndstico da
mutacao em BRAF na populacdo brasileira, associamos o
status da mutacado a varias caracteristicas de alto risco
de recorréncia, inclusive idade acima de 55 anos, sexo
masculino, multifocalidade, extensao extratireoidiana, tipo
histoldgico, invasao vascular e linfatica, metastases linfono-
dais e metastases a distancia. Varios estudos relataram uma
associacao entre idade e taxas de mortalidade de acordo
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com o status da mutacdo em BRAF.“7 Recentemente, um
grande estudo com 2.638 pacientes com CDT demonstrou
uma correlacao entre o aumento da idade e a mortali-
dade em pacientes BRAF positivos.?®> Entretanto, nenhuma
correlacao foi observada em pacientes BRAF negativos. Isso
sugere que a idade é um forte fator de risco apenas para
mutacao em BRAF positiva, mas nao para pacientes com
CDT do tipo selvagem.? Uma vez que o ponto de corte para
a idade de 45 anos foi controverso e a idade de 55 anos
demonstrou ser mais apropriada para classificar pacientes
de alto risco,> neste estudo recrutamos pacientes com mais
de 45 anos e comparamos com o grupo com idade <55 anos.
Contudo, nao encontramos associacao entre a idade (> 45
e <55) e risco de mortalidade em pacientes com mutacao em
BRAF. Em concordancia com nossos achados, alguns estudos
também nao encontraram associacdo.>?? Em relacao ao sexo
como caracteristica prognostica, ndo detectamos associacao
do status da mutacao em BRAF e o sexo, embora um estudo
de metanalise conduzido por Li et al. tenha demonstrado
uma associacao entre a mutacao em BRAF e pacientes do
sexo masculino.?

Neste estudo, observamos uma diferenca significante
entre os estagios T e o status da mutacdo em BRAF
(p=0,037). Mutac6es em BRAF foram mais prevalentes em
tumores maiores do que 1cm e essa associacdo também
foi descrita por Li 2012 e Kim 2012.""2° A comparacao de
metastases em linfonodos e mutacdo em BRAF nao reve-
lou correlacao (p=0,423). A falta de correlacao entre esaa
caracteristica progndstica e BRAF também foi observada
por outros estudos. Pelttari et al. relataram que a mutacao
em BRAF nao foi significativamente associada a metastases
em linfonodos, tamanho do tumor e metastases a distancia
no momento da apresentacao da doenca.?’-?® Além disso,
Koo et al. relataram que somente o tamanho do tumor e
a presenca de invasao linfatica e vascular demonstraram
ser preditores de metastases em linfonodos, independente-
mente da mutacdo em BRAF.?® Neste estudo, ndo detectamos
correlacao entre invasao linfatica e vascular, envolvimento
de linfonodos e mutacao em BRAF (p=0,089, p=0,433, res-
pectivamente).

A extensao extratireoidiana é uma caracteristica impor-
tante de prognostico desfavoravel para CPT e foi associada
ao aumento do risco de invasao nas estruturas cervicais,
recorréncia local e persisténcia do tumor.?’ Uma metana-
lise conduzida por Liu et al., que incluiu 10.301 pacientes,
relatou que os tumores que abrigam a mutacao em BRAF
tém risco aumentado de extensdo extratireoidiana em
comparacao com os casos BRAF negativos.?' Além disso, a
maioria dos estudos na literatura relatou maior frequéncia
de extensao extratireoidiana em pacientes com mutacao em
BRAF.Z"? Neste estudo, também observamos que a maio-
ria dos pacientes com extensao extratireoidiana eram BRAF
positivos (80%) (p=0,033). Entretanto, os dados microsco-
picos ou macroscopicos da extensao nao estao disponiveis,
porque essas informacdes nao foram avaliadas no momento
dos procedimentos cirtrgicos. Além disso, muitos estudos
descreveram a associacao da mutacao em BRAF com tumo-
res multifocais.?’ Porém, essa associacao nao foi detectada
neste estudo entre essas caracteristicas (p=1,0).

Embora o risco de recorréncia no CPT seja relativamente
baixo (5%-10%), isso pode afetar a qualidade de vida do
paciente que requer terapia adicional, como reoperacao e

alta dose cumulativa de radioiodo. Varios estudos de meta-
nalise encontraram uma associacao entre a mutacao em
BRAF e a recorréncia.?"?’ Um grande estudo multicéntrico
também relatou que a mutagdo em BRAF é um fator prog-
nostico independente para a recorréncia do CPT.?” Neste
estudo, a recorréncia foi observada em 11 pacientes e nove
deles eram BRAF positivos. Embora a maioria dos pacientes
que teve recidiva apresentasse a mutacao, ndo foi possivel
observar associacao significativa entre essas caracteristicas
(p=0,325), provavelmente devido ao nimero limitado de
pacientes.

Conclusao

Embora este estudo tenha avaliado um pequeno nimero
de casos, nossos achados nao sustentam a hipdtese de uso
da mutacao em BRAF como fator progndstico, tanto para a
recorréncia da doenca quanto para a alteracao da aborda-
gem cirlrgica na feitura do esvaziamento cervical profilatico
em pacientes com mutacao positiva.
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