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REsSumMO

O carcinoma papilar, é a mais prevalente neoplasia maligna da tiredide, representando 85-
90% de todos os casos, tendo a sua incidéncia aumentado nos Gltimos anos. E relativamente
indolente, porém, outras formas pouco diferenciadas ou anaplasicas, mais agressivas,
associam-se habitualmente a prognostico reservado.

Aproximadamente metade dos carcinomas papilares aloja a mutacdo pontual com
transversdo da timina pela adenina (T1799A) no gene BRAF, com substituicdo da valina pelo
glutamato (V600E), na cinase da serina/treonina BRAF. Tal alteragdo resulta na activagao
constitutiva da via de sinalizacdo das cinases de proteinas activadas por mitogénios (MAPK),
essencial para a transmissdo de sinais de proliferacdo, gerados por receptores da superficie
celular e elementos de sinalizacio citoplasmaticos, para o nlcleo. E uma mutagéo
mutuamente exclusiva com outras alteracGes genéticas comuns, reforcando o seu papel
oncogenico independente na proliferacdo celular, sobrevivéncia e desdiferenciacdo tumoral. O
BRAF V%% gcorre exclusivamente no carcinoma papilar e em carcinomas anaplasicos que dele
derivam, pelo que funciona como marcador de diagndstico especifico para este cancro,
quando identificado em exames citoldgicos / histologicos. Esta mutagdo, emergiu
recentemente, como um marcador de prognostico potencial do carcinoma papilar da tiredide,
apos varios estudos terem sugerido encontrar-se associado a caracteristicas clinico-
patoldgicas, que predizem frequentemente progressdo e recidiva tumoral, como a idade
avancada, invasdo extra-tireoideia e metastizacio ganglionar. E portanto considerado um
marcador de doenca agressiva nestas neoplasias, associando-se a incremento da recidiva
tumoral e inclusivamente a perda de avidez pelo iodo radioactivo. Alguns estudos ndo
confirmaram estes achados.

O tratamento standard é geralmente bem sucedido em obter remissdo completa, porém
ineficaz na maioria dos pacientes com doenca invasiva, metastatica ou sem avidez pelo iodo-
131. O esclarecimento e reconhecimento de vias da carcinogénese, como passo fundamental
na progressao tumoral e, em particular, aquelas que envolvem o BRAF, conduziram a

investigacdo de moléculas com potencial interesse terapéutico.

PALAVRAS-CHAVE:
Carcinoma papilar da tiredide; BRAF; Mutacdo pontual; Marcador diagnostico; Estratificacdo prognostica;

Terapéutica dirigida.



BRAF GENE MUTATION IN THE NATURAL HISTORY OF PAPILLARY THYROID CARCINOMA:

DIAGNOSTIC AND PROGNOSTIC IMPLICATIONS

ABSTRACT

The papillary carcinoma is the most prevalent malignant neoplasm of the thyroid gland,
representing 85-90% of all cases, and its incidence has been increasing in recent years. It is
relatively indolent, however other types poorly differentiated or anaplastic, are more
aggressive and usually associated with poor prognosis.

Approximately half of these papillary carcinomas harbor a thymine-to-adenine transversion
(T1799A) point mutation, in the gene encoding the serine/threonine-kinase B-type Raf kinase
(BRAF), with substitution of valine by glutamate (V600E). Mutated BRAF, generates a
constitutive activation of the mitogen-activated protein kinases (MAPK) signaling pathway,
which plays a critical role in transmitting proliferative signals generated by cell surface
receptors and cytoplasmic signaling elements, to the nucleus. BRAF mutation is mutually
exclusive with other common genetic alterations, supporting its independent oncogenic role in

cell proliferation, survival and tumor de-differentiation. The BRAFY®%E

occurs exclusively in
papillary thyroid carcinoma and papillary carcinoma-derived anaplastic cancer, rising as a
specific diagnostic marker for this tumor when identified in cytological / histological exams.
This mutation has recently emerged, as a potential prognostic marker for papillary thyroid
carcinoma, after several studies have found this mutation to be associated with some
clinicopathological characteristics, known to predict tumor recurrence and progression,
including, for instance, old patient age, extrathyroidal invasion and lymph node metastasis. It
is therefore considered a marker of aggressive disease in these tumors, associated with
increased cancer recurrence and even loss of radioiodine avidity. Several studies weren’t able
to confirm these associations.

The standard treatment is usually successful, and most patients experience complete
remission, nevertheless, is ineffective in the majority with invasive or metastatic disease or
non-radioiodine sensitive tumors. Recent knowledge and recognition about some oncogenic
pathways, as a fundamental step on tumoral progression, in particular those involving BRAF,

led to the development of numerous molecules with potentially therapeutic properties.

KEYWORDS:
Papillary thyroid carcinoma; BRAF; Point Mutation; Diagnostic marker; Prognostic stratification; Targeted

therapy.



INTRODUCAO

Os carcinomas da tiredide sdo as neoplasias enddcrinas mais prevalentes, representando
aproximadamente 1% de todos os novos casos de cancro diagnosticados anualmente.™?

Dados epidemiologicos recentes reflectem um aumento na incidéncia de quase 240%
durante a ultima metade do século XX, por razdes que permanecem pouco claras, mas que em
parte reflectem um diagnostico mais precoce, apresentando-se actualmente com 4 e 12 casos
por cada 100000 homens e mulheres, respectivamente.>> Contudo, esse aumento ndo foi
acompanhado por um incremento correspondente de mortes pela doenca, a qual apresenta
uma taxa de mortalidade global de apenas 0.5/100000.%°

A maioria dos casos ocorre em individuos adultos, mas alguns tipos, especialmente 0s
carcinomas papilares, podem ocorrer na infancia. Torna-se ainda possivel constatar uma
preponderancia no género feminino, sobretudo na faixa etaria de adultos jovens e de meia-
idade, provavelmente tendo alguma relacdo com a expressdo de receptores de estrogéneos, no
epitélio tireoideu neoplésico. Por outro lado, 0s casos que ocorrem na infancia e nas fases
mais avancadas da vida apresentam uma distribuicao equilibrada pelos dois géneros.’

As neoplasias da tiredide classificam-se, histologicamente, em tumores derivados das
células foliculares (carcinoma papilar, folicular, pouco diferenciado e anaplasico) e das
células C ou parafoliculares (carcinoma medular). Destes, o carcinoma papilar da tiredide é o
mais frequente e corresponde a aproximadamente 85-90% de todos os casos de neoplasia
maligna tireoideia.»>>%1°

O aumento do nimero de novos casos de cancro da tiredide é atribuivel, praticamente na
sua totalidade, ao diagnostico aumentado de CPT, sobretudo relacionado com melhorias na
deteccdo precoce de doenca subclinica, como é o caso dos microcarcinomas papilares.
Também contribui para este acréscimo, a maior acuidade diagndstica de carcinoma papilar
por parte do patologista, permitindo identificar casos com caracteristicas morfolégicas menos
evidentes.> %!

Os carcinomas da tiredide diferenciados sdo relativamente indolentes e com elevada taxa de
cura, pois o tratamento cirdrgico standard, em conjunto com a terapia com iodo radioactivo, é
altamente eficaz na maioria dos doentes e possibilita, no caso particular do CPT, que a
sobrevida aos 10 anos exceda os 90-95%.2'%* Contudo, 5-20% dos pacientes apresentara
recidivas loco-regionais, e até 10% podera exibir metastizacdo a distancia.*® As recidivas
podem resultar de um tratamento inicial incompleto ou da presenca de um componente

neoplésico agressivo.™



Quando esta neoplasia se torna cirurgicamente inoperavel e/ou perde a avidez para o iodo
radioactivo, o paciente enfrenta uma possibilidade de cura remota, ndo existindo actualmente
um tratamento curativo aplicavel.*

Torna-se desta forma importante apostar no diagndstico pré-cirirgico preciso, na
estratificacdo de critérios de progndstico pré- e pos-cirurgicos mais eficazes, bem como na
investigacdo e desenvolvimento de terapéuticas mais eficientes para carcinomas papilares
invasivos ou metastaticos que sdo irressecaveis e/ou refractarios a tratamento com iodo

radioactivo.™

MATERIAL E METODOS

Pesquisa bibliografica

A pesquisa bibliogréfica foi levada a cabo recorrendo a base de dados online da PubMed/
MEDLINE, [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/], tendo sido empregues os seguintes
descritores: “BRAF AND (thyroid cancer OR thyroid carcinoma) . A pesquisa devolveu 384
artigos indexados, publicados entre 1 de Abril de 2003 e 31 de Mar¢o de 2010.

Utilizaram-se alguns livros de texto e acedeu-se a determinados contetdos online

referenciados oportunamente ao longo deste trabalho.

Critérios de elegibilidade para esta revisao

Com o objectivo de compilar uma grande parte da informacdo publicada, procuraram-se
estudos que examinassem particularmente as associa¢fes entre a mutacdo BRAF e subtipos
histologicos ou caracteristicas clinico-patologicas convencionais do carcinoma papilar da
tiredide. Essa selec¢éo foi realizada com base na analise do abstract.

Para esse efeito adoptaram-se os seguintes critérios de inclusdo: (1) artigos publicados até
31 de Margo de 2010, redigidos em lingua inglesa, portuguesa ou espanhola; (2) todos os
estudos com dados apropriados, referentes a carcinomas papilares da tire6ide com BRAF
mutado; (3) todos os artigos de autores/grupos de investigacdo, com varias publicacfes neste
dominio, foram incluidos. Foram excluidos todos os seguintes: (1) sem acesso a texto
integral; (2) sem dados originais (artigos de revisdo, metanalises); (3) dados clinico-
patoldgicos inapropriados ou omissos; (4) estudos de casos clinicos; (5) fora do &mbito

tematico desta revisdo.



HISTOTIPOS DE CARCINOMA PAPILAR DA TIREOIDE

Os carcinomas papilares sdo lesdes unicas ou multifocais, podendo alguns ser bem
circunscritos e até mesmo encapsulados, embora a maioria seja infiltrativa do parénquima
adjacente, apresentando margens mal definidas. Por vezes sdo visiveis areas de fibrose e
calcificagdo, e podem existir areas cisticas.’

A existéncia de mdaltiplas variantes morfologicas de CPT demonstra a pouca relevancia da
arquitectura tumoral para o diagndstico. Este deve fundamentar-se na morfologia nuclear,

marcada por certas particularidades:

1. nucleos volumosos e alongados, com aglomeracéo e sobreposicao;

2. cromatina finamente dispersa, que causa uma aparéncia Optica clara ou de vazio,
habitualmente descrita como nucleo em vidro fosco (“ground-glass’) ou com aspecto em
“olho de orfa Annie”;

3. invaginacdes do citoplasma, que podem dar a aparéncia de pseudo-inclusdes ou fendas

nucleares.®

A forma cléssica do CPT, é caracterizada por papilas complexas que se ramificam e

possuem uma haste fibrovascular revestida por uma ou vérias camadas de células epiteliais;

também podem ser identificadas estruturas de calcificacdo concéntrica no eixo das papilas,

denominadas de corpos psamomatosos.”*®

A variante folicular apresenta os nucleos caracteristicos do carcinoma papilar, mas tem uma
7,16

arquitectura quase totalmente folicular, sem papilas.

A variante de células altas € caracterizada pela presenca de células altas, com citoplasma

intensamente eosinofilico cobrindo as estruturas papilares; tém geralmente grandes dimensdes
e associam-se a ampla invasdo vascular, com extensao extra-tireoideia e metastases cervicais

e a distancia, ocorrendo habitualmente em individuos mais velhos.”*® A variante de células

colunares é constituida igualmente por células altas, embora com citoplasma claro, fazendo
lembrar o endométrio secretor. A sua agressividade bioldgica é semelhante a do carcinoma
papilar de células altas.!”’

A variante oncocitica (variante de células de Hurthle) é formada por células caracterizadas

por um citoplasma eosinofilico e granular abundante, causado por acumulagdo mitocondrial.
Esta neoplasia pode apresentar uma morfologia com papilas classicas ou, muito mais

frequentemente, possuir foliculos.*®
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A variante solida é caracterizada pela existéncia de ninhos e trabéculas de células tumorais
alongadas dentro do estroma fibrovascular, apresentando semelhangas com a variante
folicular.*

O microcarcinoma papilar € uma variante de CPT muito comum, que é definido como um

carcinoma papilar que mede 1 cm, ou menos, de dimensdo maxima; pode apresentar uma
morfologia arquitectural cléssica, folicular ou oncocitica, podendo ser encapsulada ou
infiltrativa. Os MCP podem ser multiplos e, quando associados a carcinomas papilares
clinicamente evidentes ou de grandes dimensdes, estdo frequentemente relacionados com
disseminacdo tumoral. Contudo, acredita-se que esta lesdo quando identificada
acidentalmente, seja de significado clinico minimo, tanto mais que é um achado frequente em
16,18

autopsias.

A variante encapsulada apresenta-se bem delimitada e confinada a tiredide, sendo rara a

disseminacdo vascular e/ou linfatica. Pode ser facilmente confundida com um adenoma, e tem
um prognéstico excelente.’

A variante esclerosante difusa € rara e ocorre em individuos mais jovens, apresentando-se

como um baocio bilateral. Acompanha-se de fibrose extensa, difusa, em toda a glandula,
geralmente associada a um infiltrado linfocitico proeminente podendo simular uma tireoidite
de Hashimoto. Trata-se de uma forma agressiva de CPT, que apresenta propensao para
invasdo linfatica com metastizacdo ganglionar, sendo também comum a metastizacdo

pulmonar.’

PATOGENESE MOLECULAR NO CANCRO DA TIREOIDE

Os anos mais recentes foram marcados pela expansdo dramatica na compreensao da base
molecular da carcinogénese da tire6ide.’

Tornou-se evidente que os tumores tireoideus, em particular os de tipo papilar, apresentam
frequentemente alteragBGes genéticas que contribuem para a activacdo da via de sinalizacdo
MAPK. Esta cascata intracelular crucial regula o crescimento celular, a diferenciacéo, a
apoptose e a sobrevivéncia, e, quando aberrantemente activada, a tumorigénese.>>*

A activacdo fisioldgica desta via é despoletada em resposta a multiplos sinais mitogénicos
(factores de crescimento, hormonas e citocinas) que interagem com 0s receptores tirosina-

cinase presentes na superficie celular, activando-os (Fig. 1).2°>*°
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Uma vez activado, o receptor, através de uma série de proteinas adaptadoras, leva a

activacdo do RAS localizado na superficie membranar interna, através da substituicdo do

GDP pelo GTP. O RAS activo, por sua
vez, interage e activa a cinase da proteina
RAF, recrutando-a para a membrana, onde
é activada. A RAF cinase do tipo B
(BRAF), a mais abundante e potente na
familia RAF, encontra-se assim capaz de
fosforilar e activar a MEK, que por sua
vez fosforila e activa a ERK (ou MAPK).
Quando activada, a ERK fosforila
proteinas citoplasmaticas e é translocada
para dentro do nucleo, onde regula a
envolvidos na

transcricdo de genes

diferenciacéo, proliferacdo e sobrevivéncia
CG'U'&I’ES.Z’lO'M’ZO_ZZ

As alteragbes moleculares encontradas
nos carcinomas papilares podem ocorrer a
diferentes niveis, como resultado do
envolvimento dos genes que codificam o
receptor tirosina-cinase (RET e NTRK1),
dos dois efectores intracelulares da via da
MAPK (uma proteina RAS de ligacdo ao
GTP e uma cinase de serina-treonina
BRAF),
(PAX8-PPARy).2’10’14’20'22

As mutacdes de qualquer um destes

ou das proteinas nucleares

genes podem ser encontradas em mais de

70% dos carcinomas papilares e séo

Sinais mitogénicos
Hormonas
Neurotransmissores

Meio Extracelular

(A) B-Raf Inactivo
14-3-3

@ (B) B-Raf Activo 1433

B-Raf PO4
ot I )
- MEK Fosforilado (MAPKK) PO;
P
ERK1/2 Fosforilado {MAPK)
Citosol . Translocagdo nuclear
Nicleo C ERK1/2 :osforilado 7
= PO PO~1 POa— .
PO4 POy

Regulacdo da Maquinaria de Transcricdo

Resposta
Imunitaria

Fungdo
Neuroldgica

Progressao do
Ciclo Celular

Metabolismo
Celular

Figura 1. Representagdo esquematica da via de sinalizagédo
MAPK.

A sinalizacdo comeca no receptor TK, na membrana celular,
apos estimulacdo por sinais mitogénicos extracelulares (e.g.
factores de crescimento). Quando activado apds ligagdo ao GTP,
a proteina RAS interage com a cinase da proteina RAF
activando-a, depois de induzir uma alteracdo conformacional
através da desfosforilagdo dos sitios de ligagdo do dominio
regulador N-terminal, para a proteina 14-3-3 (co-factor para a
actividade da RAF cinase), permitindo o seu recrutamento para
a membrana plasmética. A BRAF (RAF cinase do tipo B) é a
isoforma mais abundante e potente da familia RAF nas células
foliculares da tiredide. A BRAF activada fosforila e activa duas
MEKs (MEK1 e MEK?2) e estas, por seu turno, fosforilam e
activam as duas ERKs subsequentes. As ERK1/2 (ou MAP
cinases) fosforilam proteinas a jusante, muitas das quais sdo
cinases, levando em ultima consequéncia a alteragcbes na
expressao de varios genes no nucleo, envolvidos na proliferagdo
celular, sobrevivéncia e carcinogénese.

Adaptado de Nucera C. et al, 2009 5.

mutuamente exclusivas, pois raramente coexistem na mesma neoplasia tireoideia, sugerindo

que a activacdo desta via de sinalizacdo € essencial para a iniciacdo tumoral, mas que a

alteracdo de um dUnico efector da mesma é suficiente para a transformacgdo celular

neoplasica.>?"%

As alteracdes moleculares mais frequentes séo as descritas nos paragrafos seguintes.

12



MutacgOes BRAF

O gene BRAF e 0 produto proteico resultante sdo importantes para o controlo do ciclo
celular, desempenhando um papel crucial na via de sinalizacéo intracelular RAS-RAF-MEK-
ERK-MAPK, que culmina na activacdo da ciclina D1 e na proliferacéo celular.'®#2%24

A proteina BRAF pertence a familia das cinases de serina-treonina RAF, tendo sido
descritas 3 isoformas funcionais nas células de mamiferos: ARAF, BRAF e CRAF. Entre
estes, 0 BRAF, cujo gene codificante esta localizado no cromossoma 7q34, é o mais potente
activador da via da MAPK.*?® Expressa-se em niveis elevados em células neuronais,
hematopoiéticas e no testiculo, e € igualmente a isoforma predominante nas células foliculares
da tiregide.24?"%

Estudos in vitro, com modelos de células tireoideias benignas, evidenciaram inicialmente
um papel particularmente importante para 0 BRAF, como um regulador central da
diferenciacéo e da capacidade proliferativa.>* Mais tarde, modelos in vitro e in vivo, vieram
demonstrar que a sobrexpressio do BRAF activado induz transformacdo maligna e
comportamento tumoral agressivo. Essas alteracdes estardo provavelmente relacionadas com
expressdo aumentada de metaloproteinase 12 da matriz (MMP12) e de VEGF.*

As mutacbes activantes do BRAF foram ja descritas em diversas neoplasias humanas,
nomeadamente, e com maior expressdo, no melanoma (63-66%), mas também no carcinoma
seroso do ovario (33-40%) e ainda no carcinoma colo-rectal (11-20%).%102

Trata-se de uma mutacdo somatica do tipo missense, que consiste na transversao da timina
pela adenina (T1799A) no exdo 15 do BRAF, que causa a substituicdo, na proteina, do
aminoécido valina pelo glutamato (V600E), levando ao aparecimento da BRAF'**E. Esta
mutacdo produz a activacdo constitutiva da BRAF cinase, ja que resulta da insercdo de um
residuo carregado negativamente adjacente a um local de fosforilacdo (Ser599), o que causa a
ruptura de interacgdes hidrofobicas, entre residuos exactamente no local de ligacdo do ATP
que mantinha a conformacéo inactiva.>?***3!** Esta mutacéo, antes designada na literatura
de VV599E, foi corrigida em 1 cod&o em trabalhos mais actuais.*°

Recentemente, outras mutaces tém sido descritas no contexto do carcinoma papilar da
tiredide: BRAFKGOlE’ BRAFVKGOO—lE’ BRAFvsggi”S, BRAFV600E+K601deI’ BRAFV600D+FGLAT601—605ins,
sendo todavia raramente encontradas no cancro da tiredide; demonstrou-se que todas estas
mutacdes descritas desestabilizam a conformacao inactiva do BRAF e induzem uma activacéao

oncogénica constitutiva da enzima BRAF cinase,%243233:37-43
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Desde a descoberta inicial da mutagdo BRAF nos cancros humanos, houve mais de 100
mutacdes identificadas nesse gene, das quais se salienta a mutacdo BRAF pontual T1799A,
que totaliza cerca de 90% de todas as mutacdes neste oncogene.’®?"* A mutacdo BRAF
afigura-se como uma alteracdo genética somatica, ndo surgindo em contexto de carcinoma
familiar da tiredide, no qual as mutagdes séo germinativas.>*

A importancia desta mutacdo € revelada pelos diversos estudos publicados neste ambito e
que tém demonstrado, nos Gltimos anos, que a mutacdo se encontra presente num grande
numero de casos de carcinoma papilar da tiredide (com prevaléncia média de 49%; Tab.1).
Associa-se igualmente a elevada frequéncia na forma classica e variante de células altas do
CPT (com prevaléncia média de 54% e 68%, respectivamente; Tab.1), sugerindo que esta
mutacdo funcione como um evento especifico precoce para estes fendtipos de CPT,
desempenhando um papel fundamental da iniciacdo da tumorigénese. Essa ideia é apoiada
pela presenca da mutagdo BRAF nos microcarcinomas papilares da tiredide (20-52%).24348
Podemos encontra-la, embora com menor expressdo, em carcinomas pouco diferenciados e
anaplasicos da tiredide (com uma prevaléncia a variar entre os 20-30%), especialmente
guando um componente de CPT bem diferenciado, contendo a mesma mutacdo, é detectado,
fazendo pressupor que se trata de um evento que ocorre precocemente e que predispde a
desdiferenciacdo tumoral.*****° E de salientar, portanto, a exclusividade anteriormente
referida, chamando-se a atencdo para o facto da mutacdo BRAF ocorrer com baixa
expressividade na variante folicular do CPT (com prevaléncia média de 11%; Tab.1) e ndo
ocorrer no carcinoma folicular ou noutras neoplasias tireoideias.?®

Em oposicao aos carcinomas papilares dos adultos, os tumores pediatricos (esporadicos ou
aqueles induzidos pela radiacdo), tém baixa prevaléncia de mutacées BRAF (0-12%).34%1%3

Importa acrescentar que, para além das mutaces pontuais, 0 BRAF pode ser igualmente
activado por rearranjo intra-cromossomico, nomeadamente através duma inversdo
paracéntrica do cromossoma 7¢, com a consequente fusdo entre os genes AKAP9 e BRAF. A
proteina de fusdo dai resultante, apresenta uma elevada actividade cinésica.>* Este rearranjo
foi encontrado primariamente em tumores associados a historia recente de exposicdo a
radiacdo, nomeadamente em cerca de 11% dos CPT que se desenvolveram 5-6 anos ap0s
exposicao a radiacdo ionizante.3%*

Esta revisdo sistematica esta focada na mutagdo BRAF T1799A e, portanto, o termo BRAF

mutado aplicar-se-a referindo-se, sempre, a mutagdo supramencionada.
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Tabela 1. Prevaléncia da mutagdo BRAFY*F em alguns subtipos histolégicos do CPT

Estudo Frequéncia (mutacéo/total (%0)) .
Referéncia
no. CPT total FCCPT VCACPT VFCPT
1 28/78 (36) - - - Kimura, 2003
2 21/56 (38) - - - Xu, 2003%
3 49/170 (29) - - - Namba, 2003 *°
4 40/76 (53) - - - Fukushima, 2003 %
5 45/119 (38) 28/53 (53) 6/6 (100) 2/30 (7)  Nikiforova, 2003 “8
6 45/124 (36) 28/53 (53) 1/3 (33) 0/32 (0)  Trovisco, 2004
7 36/95 (38) 28142 (67) - 6/51(12)  Cohen, 2004
8 24/60 (40) 19/35 (54) - - Puxeddu, 2004 %
9 8/16 (50) - - - Xing, 2004 ¥
10 30/82 (37) - - - Nikiforova, 2004 %
1 18/56 (32) 18/47 (38) - 0/6 (0)  Fugazzola, 2004 %
12 19/60 (32) - 11/14 (79) - Frattini, 2004 %
13 26/69 (38) 16/35 (45) 5/9 (55) 3/22 (14)  Salvatore, 2004 *
14 58/70 (83) - - - Kim, 2004 ©
15 37/72 (51) - - - Hayashida, 2004 %
16 7/15 (47) - - - Perren, 2004 %
17 4/12 (33) - - - Domingues, 2005
18 18/32 (58) 12/17 (71) - 6/12 (50)  Powell, 2005
19 5/13 (38) 5/8 (62) - 0/5(0)  Oler, 2005 *
20 38/61 (62) 36/52 (69) - 2/9 (22)  Porra, 2005
21 55/176 (31) 33/72 (46) - 4/54 (7)  Trovisco, 2005 ¥
22 - 50/65 (77) - - Rosenbaum, 2005 ®
23 68/79 (86) - - - Kim, 2005
24 - 21/33 (64) - - Vasko, 2005 ™
25 25/41 (61) - - - Giordano, 2005 *
26 - 31/60 (52) - - Kim, 2005 %
27 107/219 (49) 81/125 (65) 14/16 (88) 11/77 (14)  Xing, 2005 ™
28 49/105 (47) 33/63 (52) 9/14 (64) 2/8 (25)  Liu, 2005
29 1/23 (4) - - - Collins, 2006 ™ *
30 24/43 (56) - - - Carta, 2006 “*
31 19/43 (44) 14/31 (45) - 5/12 (42)  Sapio, 2006 ™
32 40/96 (42) 30/53 (57) 6/6 (100) 2/30 (7)  Adeniram, 2006 "
33 28167 (42) 18/35 (51) 4/5 (80) 5/25(20)  Riesco, 2006 /7
34 58/100 (58) 51/82 (62) - 3/6 (50)  Lee, 2006
35 - 15/20 (75) - 1/12(8)  Di Cristofaro, 2006 7
36 16/25 (64) - - - Matsukuma, 2006 &
37 102/161 (63) - - - Jo, 2006%
38 31/58 (54) 29/45 (64) - 2/13 (15)  Jin, 2006
39 - 149/203 (73) - - Kim, 2006 &
40 4/28 (14) 3/12 (25) 1/3 (33) 0/13 (0)  Sargent, 2006 %
41 52/61 (87) 25/30 (83) 4/4 (100) 1/3(33)  Park, 2006
42 34/103 (33) - - - Kim, 2006 %
43 - 28/42 (67) - - Zuo, 2007 ¥
44 24140 (55) - - - Abrosimov, 2007 %
45 38/64 (59) 38/61 (62) - 0/3(0)  Takahashi, 2007 ®
46 41/91 (45) 17/35 (49) 14/21 (67) 9/35(26)  Ugolini, 2007 #
47 5/11 (45) - - - Erickson, 2007 *
48 56/93 (60) 48/66 (73) - 7/18 (39)  Durante, 2007 **
49 12/25 (48) - - - Brzezianska, 2007 %
50 31/50 (62) 10/18 (56) 12/15 (80) 9/17 (53)  Giannini, 2007 *
51 12/24 (50) - - 3/9(33) Hay, 2007 %
52 26/40 (65) - - - Nakayama, 2007 %
53 133/274 (49) 126/245 (51) - 7/29 (24)  Kebebew, 2007 %
54 88/214 (41) - - - Rodolico, 2007 ¥
55 7/17 (41) - - - Rodrigues, 2007 %
56 11/16 (69) 8/11 (73) 2/3 (67) 1/2 (50)  Pizzolanti, 2007 *
57 214/500 (43) 56/82 (68) 32/40 (80) 21/112 (19)  Lupi, 2007 *®
58 15/55 (27) - - - Goutas, 2008 **
59 54/108 (50) 45/94 (48) 8/11 (73) 1/3(33)  Wang, 2008 12
60 125/323 (39) 116/223 (52) 9/34 (26) 0/52 (0)  Frasca, 2008 *°
61 27149 (55) 13/16 (81) - 6/17 (35)  Costa, 2008 %
62 11/58 (19) - - - Wang, 2008 1®
63 40/83 (48) 38/74 (51) 0/1 (0) 1/3(33)  Barzon, 2008 '®
64 38/102 (37) - - - Elisei, 2008 ¥
65 17/35 (49) 15/26 (58) - 1/7 (14)  Trovisco, 2008 1%
66 30/40 (75) - - - Jo, 2009 1
67 42/54 (78) 41/52 (79) 0/1 (0) 1/1 (100)  Henderson, 2009
68 88/101 (87) - - - Kim, 2009 1!
69 24/64 (38) - 2/4 (50) - Lee, 2009 12
70 242/631 (38) 230/583 (39) 6/12 (50) 4/20 (20)  Ito, 2009 ***
71 58/120 (48) 48/73 (66) - 10/47 (21)  Oler, 2009 1
72 20/49 (41) 20/43 (47) - 0/6 (0)  Baitei, 2009
73 639/1032 (62) - - - Guan, 2009 1*®
74 153/230 (67) - - 16/613 (3)  Park, 2009 *
75 - - - 3/30 (10)  Santarpia, 2009 ¥
76 5/14 (36) - - - Chuang, 2009 *®
77 48/74 (64) (85) - (13)  Zatelli, 2009 *°
78 - 123/311 (40) - - Pellegriti, 2009 2
79 99/199 (50) 22/33 (67) 30/36 (83) 7/58 (12)  Yip, 2009 *#
80 81/242 (33) 26/56 (46) - 7/53 (13)  Sykorova, 2009 1%

Total  3822/7863 (49) _ 1841/3415 (54) _ 176/258 (68) _ 169/1555 (11)

* Unico estudo com pacientes adultos com CPT, expostos a radiagio na infancia, n&o tendo
sido contabilizado no total.



Rearranjos do RET/PTC e NTRK1

O gene RET esta localizado no cromossoma 10q11.2 e contém 21 exdes que ocupam mais
de 60kb do DNA genémico.'® Este gene codifica um receptor transmembranar com
actividade de tirosina-cinase, que se expressa nos tecidos derivados da crista neural e nas
células urogenitais durante a embriogénese.'%*?* Este proto-oncogene envolve trés dominios
funcionais: um dominio extracelular que contém a regido de associagdo com o ligando, um
transmembranar hidrofébico e um tirosina-cinase intracelular.®*?*

Os ligandos do receptor RET sdo factores de crescimento pertencentes a familia do factor
neurotrofico derivado das células da glia (GNDF). A associacdo receptor-ligando € mediada
por co-receptores que nao apresentam dominio intracelular e se encontram ancorados na
membrana, induzindo dimerizacdo do receptor com auto-fosforilagdo dos residuos de tirosina
no dominio intracelular e subsequente activacdo da via de sinalizagdo respectiva.'?>*%

Na glandula tiredide, o RET é expresso em niveis elevados nas células C (parafoliculares),
derivadas da crista neural, mas ndo nas celulas foliculares. Nestas pode ser activado de forma
aberrante por rearranjo cromossoémico, resultando na fusdo da por¢do 3’ do gene RET com a
porgdo 5° de varios genes heterologos, sendo esta translocagdo conhecida por RET/PTC 0%
A caracteristica comum aos genes que se fundem com o RET é a capacidade de se
expressarem de forma ubiqua, o que permite o aparecimento da forma alterada do gene RET
nas células foliculares, onde normalmente néo se expressa.®*

As translocacdes patoldgicas envolvem frequentemente a fusdo de um proto-oncogene com
um outro gene que conduz a uma sobrexpressdo ou activacdo constitutiva.*>>* Neste caso em
particular, ha fusdo do dominio tirosina-cinase do proto-oncogene RET no cromossoma 10,
com diferentes genes associados, nomeadamente o H4 e o ELEL, que sdo o0s mais
frequentemente envolvidos e ambos igualmente localizados no cromossoma 10.%%%%* Estes
rearranjos intra-cromossomicos paracéntricos que envolvem o gene RET e 0s genes H4 ou
ELE1 levam ao aparecimento do RET/PTC1 e RET/PTC3, respectivamente, reflectindo deste
modo as alteracBes citogenéticas estruturais frequentes do cromossoma 10.% Estes rearranjos
sdo 0s que mais frequentemente envolvem o proto-oncogene RET no CPT, mas pelo menos
15 tipos diferentes foram identificados até a data, sendo que todos eles resultam na produgédo
de proteinas quiméricas, com actividade de tirosina-cinase constitutiva, que contribuem para o

desenvolvimento de um fenétipo maligno.®
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A evidéncia mais recente sugere que os rearranjos RET/PTC possam ser um evento muito
precoce no desenvolvimento de cancro da tiredide, havendo uma elevada prevaléncia de
expressdo de RET/PTC no microcarcinoma papilar da tiredide ou CPT oculto.*

A incidéncia de rearranjos do proto-oncogene RET é mais elevada em criancas e jovens,
grupo que atinge aproximadamente 60%."° No caso particular das criancas com historia de
radioterapia ou aquelas no contexto do acidente nuclear de Chernobyl de 1986, esse valor
aumenta para os 80%.%7*012>1%0 Nos carcinomas da tiredide relacionados com o acidente de
Chernobyl, constatou-se que os rearranjos RET/PTC3 sdo os mais comuns, pelo menos para a
“primeira onda” de casos a surgir neste contexto, enquanto que a translocacdo RET/PTC1

parece predominar nos casos pés-Chernobyl com um periodo de laténcia maior.®

O gene NTRK, localizado no cromossoma 1, é responsavel por codificar um receptor de alta
afinidade NGF, que participa na activacdo da via de sinalizacdo RAF-MEK-ERK.™!
Encontra-se sujeito, de modo semelhante ao RET, a rearranjos cromossomicos que produzem
a fusdo da parte final do gene 3° do NRTK1 com a regido 5’ de outros genes heter(')logos.3
Sdo, porém, rearranjos pouco frequentes, normalmente encontrados em menos de 10% dos
casos de CPT."

Mutacdes do gene RAS

As mutacdes do gene RAS sdo uma causa comum e classica de activagdo aberrante da via de
sinalizacdo MAPK em cancros humanos. Os proto-oncogenes RAS sdo componentes chave na
regulacéo do crescimento e diferenciacéo celulares.

Trés isoformas do RAS (HRAS, KRAS e o NRAS) estdo frequentemente envolvidos na
carcinogenese (cerca de 15% de todos os tumores humanos tém mutacdes destes genes),
sendo as mutacdes do RAS as mais prevalentes nas neoplasias em geral.>!01%

A activacdo do RAS pode ocorrer directamente (através de mutagdes do DNA) ou
indirectamente (através da activacao de receptores tirosina-cinase). As mutag¢fes pontuais séo
as mais comuns, ocorrendo geralmente no dominio de ligagdo ao GTP (correspondente aos
coddes 12 e 13) e no dominio da GTPase (correspondente ao coddo 61), embora estejam

descritas outros tipos de mutagdes, incluindo amplificagdes e polimorfismos adquiridos. %>
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Estas alteracdes epigenéticas traduzem-se na producdo de proteinas RAS constitutivamente
activas, funcionando como transdutores de sinal intracelular que podem activar varias vias de
sinalizacdo a jusante, nomeadamente a classica via da MAPK.**

Em termos de prevaléncia das mutacdes dos genes RAS nas neoplasias da tiredide, pode-se
constatar que sdo particularmente frequentes nos tumores foliculares (adenoma / carcinoma
folicular da tiredide) e menos frequentes no CPT (10-15%), nomeadamente na variante
folicular (VFCPT).21%°*13%* Contudo, a sua prevaléncia é variavel e controversa entre séries
distintas, provavelmente por diferencas no que concerne a metodologia e classificaces
histoldgicas utilizadas pelos diferentes autores.*®

As mutacBes associadas ao carcinoma papilar da tiredide (e outras lesbes tireoideias em
geral) envolvem predominantemente os coddes 61 do NRAS e, em menor extensdo, 0
HRAS.38’136

Rearranjos do PAX8-PPARy

O PAXS8 é um factor de transcri¢do importante na regulacdo do crescimento, diferenciagdo e
funcdo da tiredide. O receptor nuclear PPARy é um factor de transcricdo dependente de
ligando, que é expresso em niveis elevados no tecido adiposo.**

A translocacdo cromossomica equilibrada t(2;3) (q13;p25) leva a formacdo de um gene de
fusdo, o PAX8-PPARy, resultando na perda de funcdo do PAX8 como factor de diferenciagéo,
e do PPARy como factor de diferenciacdo tireoideu e factor apoptético. 0%

Inicialmente, 0 mMRNA PAX8-PPARYy e a proteina correspondente foram detectados apenas
no carcinoma folicular da tiredide (30-40%), ndo tendo sido encontradas no adenoma folicular
ou no carcinoma papilar, o que levou a que fossem consideradas como um marcador de
carcinoma folicular da tire6ide.**” Contudo, esta alteracdo genética foi mais tarde descrita em
5% dos AFT, pelo que se excluiu a possibilidade de considerar o PAX8-PPARy como um
indicador molecular de malignidade. ™83

Mais recentemente, verificou-se pela primeira vez a presenca do gene de fusdo PAX8-
PPARy numa percentagem relativamente alta (37,5%) de casos de variante folicular do

carcinoma papilar da tiredide.*®

18



ASSOCIACAO GENOTIPO-FENOTIPO NO CARCINOMA PAPILAR DA TIREOIDE

O carcinoma papilar da tiredide representa um grupo heterogéneo de neoplasias, constituido
por diferentes variantes histoldgicas que partilham as caracteristicas nucleares peculiares que
sdo diagnosticas. Apesar da sua classificagdo comum como carcinomas papilares, parece
existir uma tendéncia para a associagdo entre histotipos de CPT e alteragBes genéticas
particulares.®4>*

As mutacdes BRAF ndo se encontram distribuidas de forma aleatéria pelos histotipos do
carcinoma papilar (Fig.2).

O BRAFY®™E que é a mutacdo mais prevalente neste tipo de neoplasias, estd sobretudo
presente em casos de carcinomas com arquitectura papilar, nomeadamente a forma cléssica, a
variante de células altas e o microcarcinoma papilar (com padrdo predominante de
crescimento papilar). Contrastando com esta evidéncia, esta o facto de carcinomas papilares
da tiredide com arquitectura folicular, nomeadamente a variante folicular e casos de
microcarcinoma papilar (com padrdo predominante de crescimento folicular), n&o
apresentarem, ou apresentarem em pequena quantidade, mutacbes BRAFY®%E (vide
Tab.1).3%6%4

O BRAF"®E por sua vez, foi associado exclusivamente & variante folicular de CPT,
estando presente em 7-9% dos casos.*"*

Um outro tipo de mutacdo descrita, a BRAFY*®®E foi detectado num caso de variante
solida do CPT, bem como em metéstases ganglionares de 3 casos de carcinoma papilar da

FV599Ins

tiredide. Por fim, encontrou-se associacao entre a BRA e a forma cléssica de CPT.>%

O rearranjo RET/PTC mais frequente (RET/PTC1) esta relacionado com casos de CPT com

140,141

histotipo classico , 80 Passo que o rearranjo génico RET/PTC3 se associa frequentemente

com a variante sélida (sobretudo no contexto pés-Chernobyl)!?®142

variante de células altas'*,

, mas também com a

As mutacdes do RAS (sobretudo no coddo 61 do NRAS e HRAS) estdo também associadas a
um histotipo tumoral, sendo particularmente frequentes nos casos de variante folicular do
CPT (25-100%).19%8761% D3 mesma forma, constatou-se uma frequéncia aumentada de
rearranjos PAX8-PPARy (37,5%) em casos da variante folicular de CPT.>*

Estes diferentes dados disponiveis, a favor da associacdo genoétipo-fenotipo, poderdo ser
Uteis sobretudo no que concerne as questdes clinicas que se colocam por vezes face ao

diagnostico e prognostico de CPT.
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* Variante sélida: RET/PTC3, BRAFVKS0-1E

* Variante de células altas: RET/PTC3, BRAF*%% Microcarcinoma papilar: BRAFY®E

. DX |
Variante folicular: HRAS/NRAS, PAX8-PPARy, BRAF<®"E

D e

Metéastases ganglionares de CPT: RET/PTC3, BRAFVK600-1E

Figura 2. Associacao de determinadas alteracdes genéticas, com certos fendtipos de CPT.

144
* Adaptado de PathConsult DDX Fundamentals, 2005
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APLICACAO CLINICA DAS MUTACOES DO GENE BRAF

Relevéancia diagnoéstica do BRAF mutado

A citologia obtida por biopsia aspirativa com agulha fina é o método mais sensivel e
especifico para identificacdo de nodulos tireoideus malignos. Em centros especializados, a sua
acuidade diagnostica aproxima-se dos 98%, com taxas de falsos positivos e falsos negativos,
inferiores a 2%."*!** Contudo, sabe-se que cerca de 15% das citologias dos nédulos tireoideus
obtidas por BAAF sédo inadequadas para diagnostico, e que, em 10% dos casos, € impossivel
determinar com certeza se 0 nédulo é benigno ou maligno, geralmente envolvendo casos de
tumores foliculares ou de células de Hurthle. Importa acrescentar que 20% das BAAF com
achados indeterminados ou inconclusivos e 10% das BAAF nédo diagndsticas sdo, em ultima
instancia, diagnosticados como malignos ap6s estudo histolégico.**®

Vaérios investigadores sugeriram, assim, testar certas mutacdes de oncogenes e genes
supressores tumorais com 0 objectivo de melhorar a acuidade diagndstica da BAAF e
respectivo exame citolégico.’

A alta prevaléncia de mutacdes do gene BRAF e a sua elevada especificidade (valor
preditivo positivo: 100%) nos carcinomas papilares da tiredide, bem como a facilidade da sua
deteccdo a partir de DNA tumoral, tornaram-no o candidato ideal para melhorar a fiabilidade

dos diagnésticos baseados na citologia aspirativa de nédulos tireoideus.>’>96%6399.146-148 A

FVGOOE

disso, constatou-se que, testando a mutacdo BRA em citologias aspirativas classificadas

como indeterminadas e/ou suspeitas, em 16-42% dos casos se confirmava o diagnéstico de
carcinoma papilar da tiregide.®+82146147

Convém, no entanto, referir que, embora reconhecendo que em alguns casos a detec¢do da
mutacdo BRAF pode, de facto, facilitar o diagnostico pré-operatorio de neoplasias tireoideias,
é importante ter em conta que a vasta maioria de tumores BRAF positivos sdo carcinomas
papilares com histotipo classico ou de células altas, que sdo facilmente diagnosticados na
citologia. Por outro lado, a variante folicular, que frequentemente coloca dificuldades
diagndsticas em bidpsia aspirativa, raramente apresenta mutagio BRAF.>%34

Existem ainda outros factores que desvalorizam a pesquisa desta mutagdo para fins
diagndsticos. Em primeiro lugar as mutacdes do gene BRAF séo raramente identificadas nas
citologias aspirativas nao diagndsticas, provavelmente devido a niveis insuficientes de DNA
tumoral nas preparagdes provenientes do aspirado.>”**" Um segundo factor contra tem que ver

com a baixa prevaléncia de mutagdes BRAF nas citologias aspirativas indeterminadas,
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variando, consoante os estudos, entre os 8-16%.>">%6163

99.146-148 por fim, em terceiro lugar, a
sensibilidade da andlise da mutacdo BRAF para fins diagnosticos é limitada (baixo valor
preditivo negativo) e achados negativos, que ocorrem em cerca de 50% dos doentes com
carcinoma papilar da tiredide, ndo poderéo excluir a presenca de neoplasia maligna.*®

Sabe-se que aproximadamente metade de todos os CPT ndo apresentam a mutacdo BRAF
(Tab.1), e esse valor aumenta se nos focarmos na citologia aspirativa indeterminada, que
envolve habitualmente carcinomas foliculares da tiredide (sem associacdo com mutacOes
BRAF) ou variantes foliculares de CPT (nas quais a mutagdo é rara).*

Estes dados indicam, portanto, que o BRAF mutado apresenta isoladamente um valor pouco
consistente para melhorar a acuidade diagndstica da citologia por bidpsia aspirativa.?
Provavelmente seria Util que a pesquisa do BRAF mutado fosse incluida num painel de testes
para outros marcadores moleculares (e.g. rearranjos RET, NTRK1, PAX8-PPARy e mutacbes
pontuais do RAS).?® Alias, num estudo prospectivo'®® de 437 citologias aspirativas de 371
doentes, o teste combinado de varios marcadores moleculares (BRAF, RET/PTC1, RET/PTC3,
RAS e PAX8-PPARy) revelou a presenca de 21 casos de mutacdo (12 BRAF, 3 RET/PTCL, 2
RET/PTC3, 3 HRAS, 1 NRAS), permitindo desta forma a reclassificacdo do diagnostico da
citologia aspirativa para malignidade, em 9 casos. Assim, a combinagdo de citologia com a
pesquisa de um conjunto de marcadores moleculares permitiu uma melhoria significativa na
exactidao do diagnoéstico, bem como uma melhor predi¢do de malignidade, em nddulos com
citologia indeterminada.**

Tal como acontece com todas as pesquisas moleculares, os resultados sdo mais Uteis e
validos quando interpretados no contexto do diagndstico citolégico e histoldgico. Por esse
motivo acredita-se que, no caso particular do cancro da tiredide, esses testes venham a ser
usados como ensaios complementares com o objectivo de refinar o diagndstico e ndo o

contrario, ou seja, fazer diagndsticos na auséncia de critérios citolégicos/histolégicos.>*

Relevancia progndstica do BRAF mutado

Os carcinomas papilares da tiredide raramente causam a morte dos doentes, pois para além
de geralmente serem biologicamente indolentes, habitualmente respondem muito bem aos
tratamentos actualmente disponiveis (exérese cirdrgica da tiredide e tratamento complementar
com iodo radioactivo). Porém, alguns casos tém um comportamento mais agressivo e outros

podem inclusivamente progredir para um carcinoma anaplésico, que é uma neoplasia letal.*®
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A avaliacdo clinico-patoldgica convencional é actualmente a base sobre a qual € exercida a
estratificacdo do risco para pacientes com cancro da tireide'®, considerando-se factores
classicos de alto risco: a idade avancada do doente na altura do diagnostico, o grande tamanho
tumoral, a invasdo extra-tireoideia, a metastizacdo ganglionar e, principalmente, a
distancia.>***

No caso particular do carcinoma papilar, o histotipo é também um importante factor na
avaliacdo do risco, podendo-se ordenar, de acordo com a agressividade tumoral, da seguinte
forma: VCACPT > FCCPT =~ VFCPT."

Cada um destes factores de risco clinico-patoldgicos parece estar associado com um
aumento do risco de progressdo, recidiva e, inclusive, morbilidade e mortalidade associadas
ao cancro da tiredide, porém néo sdo inteiramente seguros a predizer essas condicdes.*?

A identificacdo de carcinomas papilares com prognostico reservado, constitui actualmente
uma abordagem importante para se poder determinar a “agressividade” com que se deve lidar
com esta neoplasia, seja no que concerne a extensdo do tratamento inicial (e.g. complementar
a tireoidectomia com ablacdo com iodo radioactivo), mas também ao grau de vigilancia no
seguimento subsequente do doente (e.g. follow-up mais apertado).***** Tal facto explica a
expressiva aposta na investigacdo de novos marcadores genéticos que possam influenciar os
resultados a esse nivel.> Nos Gltimos anos, a mutacido BRAF tem sido amplamente estudada
como “marcador” Gtil em termos de valor prognostico, no contexto de cancro da tiredide.
Contudo, apesar de se acreditar que 0 BRAF mutado pode representar um promissor
“marcador” de CPT, a correlacdo desta mutacdo com resultados clinicos obtidos em diversos
estudos tem sido objecto de alguma controvérsia.****

Vaérios estudos funcionais (usando ratinhos transgénicos ou linhagens celulares tireoideias

FVGOOE

com a mutacdo BRA ) e estudos clinico-patologicos, apontam para uma maior

agressividade nos casos de carcinoma papilar da tiredide com presenca da mutacdo. Nesse
ambito, alguns grupos reportaram inclusivamente uma associacdo entre a mutacdo BRAF e
indicadores de mau progndstico, nomeadamente, a idade avancada a data do diagnostico

37.48,66.69.76.96.97 " major incidéncia no género masculino®®

48,72,76-78,82,86,100,102,103,112,114,116,121

, @ presenca de extensdo extra-
tireoideia 62,72,75,82,86,97,100,103,112,114-

116,121,122

, Mmetastases ganglionares

499 o recidiva tumoral >7"8%.122  contudo, outros ndo encontraram

ou a distancia
evidéncia suficiente para apoiar essas correlagoes (Tab.2).

A associacdo entre a idade e o genero do doente com a mutacdo BRAF tem sido alvo de
controvérsia consideravel. Nikiforova et al., 2003* reportaram uma associacdo forte e

estatisticamente significativa com o factor idade, nomeadamente a idade avancada

23



(P=0,0001), ao passo que noutro estudo, realizado por Xu et al., 2003>, se constatou uma
correlacdo entre a mutacdo e pacientes do género masculino (M=64% vs F=27%, P=0,038)
No que diz respeito ao factor “tamanho da neoplasia”, a situacdo € controversa. Jo et al.,
2006%, constataram que os CPT com BRAF mutado, eram de maiores dimensdes, (P=0,01),
em oposicdo ao estudo de Xing et al., 2005’%, que sugeriu que o tamanho tumoral em
carcinomas papilares com mutacdo era substancialmente mais reduzido que naqueles com
BRAF ndo mutado. Este dltimo achado iria de encontro, a uma grande prevaléncia de
mutacdes BRAF nos microcarcinomas papilares da tiredide, encontrada noutro estudo.*®

Lee et al., 2

numa metandlise publicada em 2007, referem que o BRAF mutado parece, de
facto, ser um indicador progndstico negativo no carcinoma papilar da tiredide. Nesta andlise,
constata-se a associacdo com factores como: (1) histotipo, sobretudo a variante de células
altas (OR 4,319; 95% 1C:1,970-9,469; P=0,000), mas também com a variante classica (OR
3,521; 95% 1C:2,506-4,948; P=0,000) e uma associacdo fraca com a variante folicular (OR
0,153; 95% 1C:0,097-0,242; P=0,000), sugerindo que esta mutacdo desempenhe um papel
mais importante na tumorigénese da variante de células altas e do tipo classico, do que com
outros tipos; (2) extensdo extra-tireoideia (OR 1,958; 95% 1C:1,515-2,530; P=0,000); (3)
metastizacdo ganglionar (OR 1,500; 95% 1C:0,992-2,268; P=0,055), traduzindo-se numa
associacao com significado borderline. Porém, ndo foram encontradas correlacdes entre a
mutacdo e factores como a raca, idade e género do paciente, ou o tamanho do tumor. Numa
outra metanalise mais recente, Xing et. al., 2007** corroboram, igualmente, a existéncia de
associacOes positivas entre a mutacdo BRAF e: (1) extensdo extra-tireoideia (OR 2,50; 95%
IC:2,11-2,97; P<0,001); (2) metastizacdo ganglionar (OR 1,83; 95% IC:1,58-2,13; P<0,001),
sendo que o BRAF mutado foi por vezes encontrado em CPT metastizados para os ganglios
linfaticos, sem contudo estar presente no tumor primario, levantando a hipétese de que possa
ter ocorrido de novo nas células neoplésicas ja metastizadas.? Estes estudos apoiam as
prevaléncias médias, obtidas através dos dados compilados nas tabelas 1 e 2.

E importante mencionar que uma grande parte dos estudos publicados ndo encontrou
correlacdo estatisticamente significativa entre a mutacdo BRAF e metastases a
48,73,75,77,81,91,104,106,107,113,122

distancia , provavelmente devido a fraca metastizacdo do carcinoma

papilar para 6rgdos como pulmdes, 0ssos € SNC, pelo que poucos estudos terdo um niumero

de casos suficiente e passivel de ser estudado. Contudo, os dois grandes estudos*®*®

que
observaram essa questdo, encontraram uma fraca associacdo, embora estatisticamente

significativa (P=0,033 e P=0,045, respectivamente), (Tab.2).
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Tabela 2. Correlagédo da mutacdo BRA com caracteristicas clinico-patoldgicas convencionais do CPT

Estudo Invasdo extra-tireoideia Metastizag&o ganglionar Metastizag&o a distancia Recidiva tumoral Referéncia
no. BRAFV6%E BRAFYT p* BRAFV6UE BRAFWYT p* BRAFV®WE  BRAFWT p* BRAFVE®E BRAFWYT pP*
1 4/21 (19) 7/35 (20) >0,05 7/21 (33) 6/35 (17) 0,288 - - - - - - Xu, 2003
2 14/38 (37) 24/88 (27) 0,286 21/38 (55) 54/88 (61) 0,523 7/38 (18) 5/88 (6) 0,033 - - - Namba, 2003 *
3 16/38 (42) 13/66 (20) 0,03 23/38 (61) 29/66 (44) 0,15 2/38 (5) 1/66 (2) 0,55 - - - Nikiforova, 2003 ¢
4 10/22 (45) 10/29 (34) 0,655 8/23 (35) 16/33 (48) 0,328 - - - - - - Puxeddu, 2004 %
5 10/18 (56) 17/29 (59) >0,05 12/16 (75) 13/23 (57) 0,3 - - - 5/18 (28) 5/29 (17) 0,47 Fugazzola, 2004
6 7119 (37) 16/39 (41) - 5/13 (38) 8/15 (53) - - - - - - - Salvatore, 2004 ©
7 28/58 (48) 7112 (58) 0,795 39/58 (67) 4/12 (33) 0,048 - - - - - - Kim, 2004 ©
8 7/21 (33) 10/53 (19) 0,182 11/21 (52) 18/53 (34) 0,143 - - - - - - Trovisco, 2005 ¥
9 33/64 (52) 8/15 (53) 0,947 24/64 (38) 7115 (47) 0,513 - - - - - - Kim, 2005
10 15/31 (48) 11/29 (38) 0,45 21/31 (68) 15/29 (52) 0,06 - - - 2/31 (6) 0/29 (0) 0,49 Kim, 2005 #°
11 44/107 (41) 18/112 (16) <0,001 58/107 (54) 24/112 (21) <0,001 - - - 23/92 (25) 9/96 (9) 0,004 Xing, 2005 ™
12 26/47 (55) 26/54 (48) 0,472 17/47 (36) 24/54 (44) 0,3983 0/47 (0) 4/54 (7) 0,058 - - - Liu, 2005 ™
13 7/18 (39) 14/19 (74) >0,05 0/18 (0) 7119 (37) 0,01 0/18 (0) 1/19(5) 033 2/11 (18) 4/11 (36) <0,5 Sapio, 2006
14 16/40 (40) 8/57 (14) 0,004 21/40 (53) 29/57 (51) 0,875 2/40 (5) 2/57 (4) - - - - Adeniram, 2006 ™
15 18/28 (64) 11/39 (28) 0,003 9/28 (32) 9/39 (23) 0,42 1/28 (4) 1/39(3) 0,06 9/28(32) 3/39(8) 0,02 Riesco, 2006 7
16 32/58 (55) 14/42 (33) 0,031 14/58 (24) 10/42 (24) 0,970 - - - - - - Lee, 2006 '
17 8/31 (26) 2127 (7) <0,05 15/31 (48) 7127 (26) <0,05 - - - - - - Jin, 2006 2
18 68/102 (67) 31/59 (53) 0,08 49/102 (48) 27/59 (46) 0,78 1/102 (1) /59 (2) 0,69 - - - Jo, 2006 &
19 107/149 (72) 31/54 (57) 0,062 116/149 (78) 37/54 (69) 0,389 - - - 32/149 (21) 4/54(7) 0,037 Kim, 2006
20 34/53 (64) 5/8 (63) 0,928 21/53 (40) 2/8 (25) 0,426 - - - - - - Park, 2006
21 8/9 (89) 30/94 (32) <0,0001 26/34 (76) 12/69 (17)  <0,0001 - - - - - - Kim, 2006
22 7128 (25) 3/14 (21) >0,9999 19/28 (68) 10/14 (71)  >0,9999 - - - - - - Zuo, 2007 &
23 12/24 (50) 7120 (35) 0,37 10/24 (42) 11/20 (55) 0,22 - - - - - - Abrosimov, 2007
24 14/56 (25) 12/36 (33) 0,38 16/55 (29) 12/37 (32) 0,73 3/37 (8) 6/31(19) 0,13 - - - Durante, 2007
25 24/111 (22) 20/98 (20) 0,8013 53/111 (48) 32/98 (33) 0,0660 - - 0,045 38/111 (34) 18/98 (18) 0,01 Kebebew, 2007 % ¥
26 - - - 23/88 (26) 19/126 (15) 0,034 - - - - - - Rodolico, 2007
27 - - 2/11 (18) 1/5 (20) - - - - - - - Pizzolanti, 2007 *
28 82/214 (38) 47/286 (16) <0,0001 34/214 (16) 19/286 (7)  <0,0001 - - - - - - Lupi, 2007 %
29 - - - 2/15 (13) 8/40 (20) 0,710 - - - - - - Goutas, 2008 **
30 30/54 (56) 18/54 (33) 0,02 18/54 (33) 16/54 (30) 0,67 - - - - - - Wang, 2008 1
31 51/125 (41) 36/198 (18) <0,0001 40/125 (32) 27/198 (14) 0,0001 - - - - - - Frasca, 2008 1°
32 - - - - - 0,083 - - >0,17 - - 0,075 Costa, 2008 *
33 21/40 (53) 24/43 (56) 0,93 24/40 (60) 19/43 (44) 0,21 1/40 (3) 2/143(5) 0,97 - - - Barzon, 2008 '
34 5/35 (14) 7/62 (11) 0,6 17/37 (46) 23/63 (37) 0,3 3/37 (8) 3/63 (5) 0,5 - - - Elisei, 2008 17
35 18/34 (53) 419 (44) - 26/36 (72) 3/11 (27) - 1/42 (2) 0/12 (0) - - - - Henderson, 2009 1
36 12/24 (50) 4/40 (10) 0,001 12/40 (50) 6/40 (15) 0,003 - - - - - - Lee, 2009 2
37 - - - 173/242 (71)  266/389 (68) >0,05 1/242 (0,4)  3/389(0,8) >0,05 18/242 (7) 33/389 (8) - Ito, 2009 ***
38 26/54 (48) 14/60 (23) 0,0056 35/58 (60) 16/62 (26) 0,0001 - - - - - - Oler, 2009
39 - - - 22124 (92) 10/19 (53) <0,01 - - - - - - Baitei, 2009 '*°
40 77/515 (15) 22/284 (8) 0,003 198/515 (38) 81/284 (29) 0,005 - - - - - - Guan, 2009 ¢
41 2/3 (67) 3/11 (27) - 2/3 (67) 5/11 (45) - 1/3 (33) 0/11 (0) - - - - Chuang, 2009 8
42 (44) (31) >0,05 (35) 37) >0,05 - - - - - - Zatelli, 2009 1*°
43 56/99 (57) 15/100 (15) <0,0001 42/83 (51) 18/69 (26) 0,003 - - - 4/11 (36) 0/3 (0) - Yip, 2009 *#
44 30/72 (42) 42/136 (31) 0,128 31/65 (48) 44/141 (31) 0,029 3/65 (5) 9/126 (7) 0,754 8/67 (12) 3/133(2) 0,008 Sykorova, 2009 2
Total 979/2460 (40)  591/2411 (25) - 1316/2858 (46) 1004/2919 (34) - 26/777 (3)  38/1057 (4) - 141/760 (19) 79/881 (9) -

Dados representam [nimero/total (%)]. BRAFV®% (gene BRAF mutado); BRAFT (gene BRAF do tipo “selvagem”™).
* Um valor P<0,05 denota a presen¢a de uma associagao estatisticamente significativa (evidenciado a negrito). Este valor permite avaliar a associa¢do da mutacdo BRAF com uma ou mais
5 caracteristicas clinico-patoldgicas convencionais de alto risco do CPT. Todas as variaveis foram estudadas de forma isolada (analise univariada).

+ Dados omissos nos trabalhos originais, obtidos por intermédio de um estudo de metanélise de Xing MZ, 2007.14



No que respeita & associacdo BRAF mutado e recidiva tumoral, esta foi avaliada em varios
estudos que apresentavam um tamanho amostral adequado. Um estudo multicéntrico norte-
americano, conduzido por Xing et al., 2005’2, num periodo de follow-up médio de 15 meses,
no qual foi analisada retrospectivamente a recidiva tumoral em CPT primarios, constatou-se
uma associacdo préxima entre a mutacdo e existéncia da recidiva tumoral (P=0,004),
associacdo essa que continuava a existir e permanecia estatisticamente significativa, mesmo
apos ter sido feita uma analise multivariada, ajustada aos mais comuns factores clinico-
patoldgicos de “confusdo” (incluindo subtipos histologicos e histéria de tratamento com iodo
radioactivo), com uma odds ratio de 4,0 (95% IC: 1,1-14,1; P=0,03). Da mesma forma, um
outro estudo norte-americano, com follow-up médio de 72 meses, realizado por Kebebew et
al., 2007, confirmou uma correlacdo sélida desses dois factores (OR 2,31; 95% IC: 1,21-
4,41; P=0,01) que, tal como no estudo anterior, permaneceu significativa mesmo apos analise
multivariada ajustada aos preditores clinico-patolégicos mais convencionais de recidiva. De
forma andaloga, outros dois estudos revelaram a associacdo proxima entre 0 BRAF mutado e a
taxa de recidiva, nomeadamente: um estudo coreano, realizado por Kim et al., 2006%, com
tempo de seguimento médio de 88 meses, (P=0,037), e um estudo espanhol, executado por
Riesco-Eizaguirre et al., 2006’’, com um periodo de follow-up de 36 meses, (P=0,02). Num
estudo muito recente, Sykorova et al., 2009'%, que também avaliou a presenca de BRAF
mutado em amostras de CPT referentes a 242 pacientes, alusivas ao periodo de 1960-2007,
evidenciou uma associacdo forte e estatisticamente significativa entre a mutacdo e a recidiva
tumoral (P=0,008), tendo a analise multivariada apoiado este resultado (Tab.2).

Ainda no mesmo seguimento, reconheceu-se uma incidéncia significativamente elevada de
perda da avidez pelo iodo radioactivo no carcinoma papilar da tiredide recidivante com
mutacdo BRAF presente, sugerindo que esta podera predizer, ndo s6 uma maior taxa de
recidiva neoplasica de CPT, mas também uma resposta mais débil aos tratamentos com iodo
radioactivo, em caso de recidiva tumoral.*®

Em suma, a mutagcdo BRAF pode vir a tornar-se num marcador de prognostico informativo,
gue poderéa ser prontamente detectado no material citoldgico ap6s BAAF, tendo o potencial de
melhorar a estratificacdo de risco e a predi¢cdo de recidiva tumoral em pacientes afectados
com CPT, permitindo decisdes mais bem informadas acerca da conduta terapéutica inicial e a
longo prazo. Porém, para confirmar este pressuposto, serdo necessarios estudos multicéntricos
prospectivos, de forma a clarificar o papel da mutacdo BRAF como indicador clinico util da

agressividade do carcinoma papilar.**?
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Se estes estudos confirmarem a eficacia do BRAF mutado na estratificacdo progndstica de
pacientes com CPT, é concebivel que, no futuro, a genotipagem pré-operatéria de material
proveniente de citologias aspirativas possa alterar a abordagem cirurgica e as modalidades de
tratamento com iodo radioactivo, provavelmente implementando uma dissec¢do ganglionar
mais agressiva e o uso de doses mais elevadas de iodo radioactivo nos carcinomas papilares
BRAF positivos, podendo, ainda, condicionar um follow-up mais apertado e, eventualmente, o

uso de modalidades de imagem como a PET, para pesquisar persisténcia/recidiva tumoral.*?

BRAF Como ALVvO TERAPEUTICO NO CPT

Embora o cancro da tiredide tenha habitualmente um curso indolente e seja curavel com os
tratamentos standard actuais (tireoidectomia total com ou sem esvaziamento ganglionar
cervical, e terapéutica adjuvante com iodo radioactivo), existe, contudo, uma minoria de
pacientes com doenca incuravel, associada a morbilidade e mortalidade elevadas.

Os casos mais dificeis, para 0s quais ndo existe um tratamento eficaz actualmente, dizem
respeito aqueles inoperaveis ou que perderam a avidez pelo iodo radioactivo, nomeadamente
0s carcinomas anaplasicos da tiredide, que sdo frequentemente positivos para a mutacao
BRAF.%®

A elevada frequéncia destas mutacGes nos carcinomas papilares e o seu importante papel na
iniciacdo tumoral e desdiferenciacdo, bem como a provavel associa¢do com a recidiva tumoral
e resisténcia a terapéutica com iodo radioactivo, fazem do BRAF mutado um alvo logico e
importante do tratamento com farmacos anti-neoplasicos.? Estas terapéuticas dirigidas a
certos alvos, no contexto oncoldgico, tendem a ser mais eficazes quando o composto
terapéutico inibe uma via que esta constitutivamente activada durante os estadios iniciais do
desenvolvimento tumoral.*"%°

A inibicdo molecular do BRAF mostrou-se eficaz em abrandar a proliferacdo de varias
linhagens celulares tireoideias, incluindo algumas com expressio de BRAF%F 1¥7

Dos varios inibidores multicinase conhecidos, 0 BAY 43-9006 (conhecido como sorafenib),
é um farmaco que bloqueia eficazmente a actividade cinasica do BRAF, seja do tipo
“selvagem” ou do tipo mutado, inibindo a via de sinalizagdo do BRAF, no contexto da cascata
intracelular MAPK 22418

Encontra-se associado a atrasos no crescimento celular, sobretudo devido ao seu efeito

citostatico, com consequente paragem celular em fase G1, e esta igualmente relacionado com
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a morte celular, provavelmente mediada pela inibi¢cdo de outras cinases, sobretudo aquelas
envolvidas na angiogénese.>™ Este farmaco também apresenta actividade relevante contra
VEGFR2 ¢ VEGFR3, PDGFR$, Flt-3, c-Kit e RET.>!%"1%8

Foi utilizado num ensaio clinico de fase 1l na dose de 400mg, duas vezes por dia, em 30
doentes com carcinomas tireoideus refractarios (60% papilares, 30% foliculares, 3%
medulares, 7% anaplasicos ou indiferenciados), tendo 23% dos doentes apresentado resposta
parcial e 53% mantido a neoplasia estavel, com um tempo médio sem progressdo de 21
meses.™® Outro ensaio, realizado apenas em doentes com carcinoma papilar (grupo amostral
de 41 doentes), conduziu a respostas parciais em 15% e estabilizacdo em 56% dos casos, com
um tempo médio sem progressdo da doenca de 15 meses.'*®

E importante sublinhar que ndo existe actualmente evidéncia de que a inibicdo do BRAF
integra, de facto, os efeitos anti-tumorais do sorafenib, pois como foi referido, este farmaco
pode também interferir com outros alvos moleculares (outras cinases), com papéis conhecidos
na tumorigénese (e.g. receptor do VEGF). De facto, originalmente este farmaco foi aprovado
pela FDA (nos EUA) para tratamento de carcinoma de células renais e carcinomas
hepatocelulares avancados, nenhum destes apresentando relacdo (conhecida) com a mutagédo
BRAF.2'15'157'158

Outros dois potentes inibidores da RAF cinase, 0 AAL-881 e LBT-613, tém sido testados in
vitro e in vivo, constatando-se que ambos inibem a proliferacdo celular e induzem a apoptose,
em linhagens celulares com CPT portador de BRAF mutado.??

Novos dados apontam numa outra direccdo, destacando o papel das chaperonas Hsp90
responséveis por manter a estabilidade do BRAFY®"F, levantando a possibilidade de utilizagdo
de inibidores da Hsp90 (e.g. 17-AAG). Porém, serdo necessarios mais estudos neste ambito
para confirmar essa possibilidade.’

No que concerne a perda da capacidade de captagdo de iodo radioactivo, pensa-se que esta
esteja relacionada com a existéncia de uma quantidade baixa ou nula de proteina NIS
(simporte sédio-iodo).’®**" Esta glicoproteina, localizada na membrana basolateral das
células tireoideias, é responsavel pelo transporte de iodo, um passo fundamental na
biossintese de hormona tireoideia, pelo que actualmente se tem procurado criar novas formas
de aumentar a sua expressdo.'®? De acordo com alguns ensaios clinicos com analogos do
acido retinoico, este farmaco actua aumentando a expressdo de NIS, promovendo assim uma
melhor captacdo de iodo radioactivo.'®**%!

Existe alguma controvérsia no que respeita as vantagens relativas do uso de blogueadores

das cinases muito especificos versus aqueles de largo espectro, pelo que 0 uso combinado
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desses inibidores moleculares, juntamente com quimioterapia citotoxica, é vista por muitos

como a mais promissora estratégia para um tratamento eficaz no cancro indiferenciado ou

muito agressivo da tiredide, devendo, contudo, ser ainda objecto de estudo.'®®

Em suma, os compostos disponiveis contra diferentes moléculas que se pensa estarem
envolvidas na carcinogénese do CPT, representam farmacos promissores que se encontram a
ser avaliados no tratamento de pacientes com cancro da tiredide. Estes novos farmacos variam
na sua especificidade e tém sido testados com relativo sucesso em estudos pré-clinicos e
ensaios clinicos.”***® Porém, ainda n&o foi demonstrado um aumento da sobrevida com a
utilizacdo destes farmacos, pelo que ndo estdo ainda aprovados para utilizagdo fora do &mbito
dos ensaios clinicos. No entanto, o seu potencial terapéutico é amplamente reconhecido, pelo
que, actualmente se indica a inclusdo de doentes com carcinomas da tiredide, progressivos e
refractarios a outras formas de terapéutica, em ensaios clinicos com estes novos farmacos.**

O desafio neste momento passa por progredir na validacdo dos alvos terapéuticos destes
compostos e na exploragdo da possibilidade de usar terapia combinada em doentes com

carcinoma papilar da tiredide progressivo.
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