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RESUMO

O tipo mais comum de cancer de tireoide € o Carcinoma Papilifero (PTC), que
representa 80% de todos os casos de neoplasias que acometem essa
glandula. O PTC é um tumor maligno, de evolug¢do lenta, que ocorre em
qualquer idade, com maior frequéncia entre 30 a 40 anos. A via metabdlica
MAPK € a via mais associada ao PTC. Dentre as muitas proteinas que atuam
nessa via e que se encontram alteradas nos casos de PTC, destacam-se
aquelas codificadas por genes pertencentes as familias RAS e BRAF.
Considerando que na Amazodnia brasileira, os estudos genéticos e clinicos
sobre o cancer de tireoide s&o raros, o presente trabalho teve como objetivo
investigar possiveis alteracdes nos genes HRAS, NRAS, KRAS e BRAF em
pacientes portadores de PTC oriundos de um hospital publico da cidade de
Belém (PA), e fazer a associacdo entre a mutacdo encontrada e os achados
bioquimicos e clinicos. Para isso, foram utilizadas como ferramentas a Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR) e a técnica de sequenciamento automatico
direto. A analise estatistica foi realizada pelo pacote de software SPSS versao
21.0. Os dados continuos foram expressos em média e desvio padrdo e os
dados categdricos foram expressos em porcentagem. O teste t de Student foi
utilizado para avaliar as variaveis continuas e os testes exato de Fisher e Qui-
quadrado foram usados para analisar as variaveis categoricas. Foi considerado
p<0,05 como significativo em todas as analises. Como resultados, a analise por
sequenciamento do gene BRAF revelou a presenca da mutacdo BRAFV60E em
21 de 53 pacientes (16 mulheres e 5 homens, 39,6%), assim como uma
mutacdo nova no coédon 38 no gene K-RAS (p.D38E). Em relagdo aos dados
clinicos, houve uma associacdo significativa entre a mutacdo BRAFV60E e
rouquiddo, assim como entre a mutacdo BRAFV60E e metastase linfonodal.
Adicionalmente, a observacdo de uma nova mutacdo no gene K-RAS indica
que o numero de alteracdes génicas envolvendo a via metabdlica MAPK
encontra-se ainda incompleto. Os dados obtidos podem ser utilizados para uma
melhor avaliacdo pré-cirirgica de tumores tireoidianos, com o objetivo de
aumentar a sensibilidade para a deteccdo do cancer e evitar cirurgias
desnecessarias de lesdes erroneamente identificadas como malignas.

Palavras Chave: Carcinomas Papiliferos da Tireoide; genes H-RAS, N-RAS,
KRAS, BRAF; mutacoes.
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ABSTRACT

The most common cancer of the thyroid is the papillary carcinoma (PTC), which
represents 80% of the cases of cancer affecting this gland. PTC is a malignant
tumor, with slow evolution, found in any age, but with a higher occurrence in
patients between 30-40 years old. The metabolic pathway MAPK is the most
associated with PTC. Among the several proteins which have a role in this
pathway, we highlight the ones encoded by the genes belonging to families
RAS and BRAF. Considering that there are few clinical and genetic studies
focusing on thyroid cancer from Brazilian Amazonian region, the aim of this
study was to investigate the occurrence of alterations in genes HRAS, NRAS,
KRAS and BRAF in patients with PTC treated in a public hospitals, from Belém
(PA), seeking to make an association between the mutations found and the
biochemical and clinical findings. To achieve this goal, polymerase chain
reaction (PCR) and direct automatic sequencing were used. Statistical analyses
were performed using the software SPSS version 21.0. Continuous data were
expressed as means and standard deviation and categorical data were
described in terms of percentages. Student t Test was used to evaluate the
continuous variables, while Fisher exact test and Chi-square were used to
analyze categorical variables. We considered p<0.05 as significant value in all
the analyses. Our results showed that, among the analyzed genes, only BRAF
showed a mutation, BRAFV600E in 21 out of the 53 patients (16 female and 5
males, 39.6%). Additionally, a new mutation in codon 38 of gene K-RAS was
found (p.D38E). Considering clinical data, we found a significant association
between the BRAFV6E mutation and hoarseness, as well as between this
mutation and lymph node metastasis. In addition, the observation of a new
mutation in the K-RAS gene indicates that the number of gene changes
involving the MAPK pathway is still incomplete. The data obtained can be used
for a better pre-surgical evaluation of thyroid tumors, in order to increase the
sensitivity for the detection of cancer and avoid unnecessary surgeries of
lesions erroneously identified as malignant.

Key words: thyroid is the papillary carcinoma, genes H-RAS, K-RAS, N-RAS
and BRAF, mutations
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1. INTRODUCAO

1.1. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A GLANDULA TIREOIDE

A Glandula Tireoide (GT) é a primeira glandula endécrina a surgir
durante o desenvolvimento embrionario, por volta da 4® semana apés a
fecundacdo. Esta glandula é altamente vascularizada e desenvolve-se a partir
de uma especializacdo endodérmica denominada de diverticulo tireoidiano, o
qual passa por transformacdes até originar a GT madura (Moore, 2013).

A GT esta localizada na regido do pescoco, inferiormente a laringe e
anteriormente a traqueia, pesando, aproximadamente, 20 gramas no individuo
adulto. A GT é constituida por dois grandes lobos, direito e esquerdo, os quais
sdo unidos por uma delgada faixa de tecido denominado de istmo (Figura 01),
do qual projeta-se, em alguns individuos, um terceiro lobo chamado piramidal,
que consiste em um vestigio embrionario (Mohebati & Shaha, 2012).

Tiroides (vista de frente)
Lébulo obulo

direito uerdo

Tiroides (vista posterior)
Pargtiroides

| l& 4
Tiroides —— | | r{ -'{”

Traqueia———

Figura 01. Caracteristicas anatdbmicas da glandula tireoide. Fonte:
https://melhorcomsaude.com/wp-ontent/uploads/2014/03/Tiroides.



https://melhorcomsaude.com/wp-ontent/uploads/2014/03/Tiroides
https://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi6oOXg47vUAhVGTJAKHdWqAJUQjRwIBw&url=https://melhorcomsaude.com/detectar-problemas-tireoide/&psig=AFQjCNFW3m0OrKwaVkZugZCgWVvgqw3iew&ust=1497476211226762

14

A GT é constituida por unidades de formato esférico denominados de
foliculos tireoidianos (Figura 02), os quais sdo envolvidos por uma unica
camada de células foliculares, sendo ricamente vascularizados. O interior dos
foliculos apresenta uma massa coloidal onde sdo produzidos os horménios
tireoidianos (triiodotironina - T3 e Tetraiodotironina — T4), além da glicoproteina

iodada denominada de tireoglobulina (Mohebati e Shaha, 2012).

‘Czﬁilares

0 sanguineos .

Foliculo
da
tireoide
Coloide Células
foliculares

< | Célula
parafolicular

Capsula de
tecido conjuntivo

Figura 02. Caracteristicas histolégicas do foliculo tireoidiano. Fonte: Adaptado de lab-
siviero.icb.usp.br/biocel/modulos/secrecao-de-hormonios-tireoidianos.

—_—

Outro tipo de célula, a célula parafolicular ou célula C, é encontrado na
GT fazendo parte do epitélio folicular, ou formando grupamentos isolados entre
os foliculos tireoidianos. A caracteristica mais notavel destas células é a
presenca de numerosos granulos contendo um horménio chamado calcitonina,
cujo efeito principal é diminuir o nivel de calcio plasmético em fungédo do

estimulo da reabsorcao de célcio pelos ossos (Mohebati & Shaha, 2012).



15

1.2. ORIGEM E CLASSIFICACAO DOS TUMORES DA TIREOIDE

Os tumores malignos da GT constituem a forma mais comum de
malignidade do sistema enddcrino, afetando mais frequentemente as mulheres
do que aos homens (De Souza et al.,, 2010). Os tumores da tireoide s&o
geralmente indolentes e apresentam comportamentos biolégicos diferentes,
que variam desde formas com baixo potencial letal até formas agressivas e de
alta mortalidade (Golbert et al., 2005).

O tumor originado das células C é classificado como Carcinoma Medular
(MTC), enquanto que os tumores com origem nas células foliculares séo
classificados como Carcinoma Anaplasico (ATC), Adenoma Folicular (AFT),
Carcinoma Folicular (FTC) e Carcinoma Papilifero (PTC) Quadro 01 (Golbert et
al., 2005).

Quadro 01. Classificagcdo dos tumores da tireoide de acordo com tipo
histologico, grau de diferenciacdo e comportamento bioldgico.

TIPO DE TIPO DE GRAU DE _ COMPORTAMENTO
CELULA TUMOR DIFERENCIACAO BIOLOGICO
Carcinoma Indiferenciado Maligno
Anaplasico
Carcinoma Diferenciado Maligno
) Folicular
CELULA
FOLICULAR Carcinoma Diferenciado Maligno
Papilifero
Adenoma Diferenciado Benigno
Folicular
Carcinoma | Pouco-diferenciado Maligno
CELULAC Medular

Fonte: Adaptado de Matsuo et al, 2004.

Os PTCs e FTCs sao as neoplasias malignas da GT mais frequentes e,
comumente, sdo reunidos em um grupo chamado de carcinomas diferenciados
da tireoide, caracterizados por apresentarem células que se diferenciam ao
ponto de manterem semelhanca estrutural e funcional com o tecido tireoidiano
normal, tais como a producgéo de T4, tireoglobulina e de proteina transportadora
de sédio e iodo (Monaco, 2003; Coelho et al., 2007).
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1.2.1. Carcinoma Papilifero da Tireoide

O Carcinoma Papilifero da Tireoide (PTC) é definido como um tumor
epitelial maligno com diferenciacdo para células foliculares. E o tumor
tireoidiano responsavel por cerca de 80% dos casos de cancer de tireoide,
sendo trés vezes mais comum em mulheres que em homens. Esse tipo de
tumor ocorre em qualquer idade, com maior frequéncia entre 30 a 40 anos
(Davies et al, 2002).

Clinicamente, o tumor apresenta-se como um nodulo tireoidiano
palpavel, nem sempre notado pelo proprio paciente, sendo geralmente
diagnosticado por acaso ou em exames de rotina. Em cerca de 60% dos casos,
o tumor é restrito a glandula, 38% apresentam metastases em linfonodos
regionais e 1 a 2% mostram metastases a distancia. O ndédulo pode ter
consisténcia firme ou cistica, a glandula pode estar aumentada
assimetricamente, difusamente, ou ser multinodular (Cambruzzi et al., 2011).

Devido a grande variacdo histologica, a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) classificou o0 PTC em diversos tipos, dos quais 0s mais comuns sao: tipo
usual (50%), microcarcinoma (20% a 30%), variante folicular (10% a 20%),
encapsulado (8% a 13%), de células altas (10%) e esclerosante difuso (3%)
(Delellis et al., 2004).

Existe um grande namero de outras variantes, as quais Sao
consideradas raras, a exemplo das variantes das células colunares. Estas
variantes raras, quando agrupadas em sua totalidade, ndo ultrapassam 2% de
todos os casos (Zidan et al., 2003).

Baseados em critérios clinicos e patolégicos, observou-se que a variante
folicular do PTC ¢é a de evolugdo mais grave, sendo encontrada
frequentemente em adultos jovens. Esta variante apresenta caracteristicas
nucleares papiliferas em um padréo folicular, tendo sido encontrada em um
percentual significativo de criangcas e adolescentes de Chernobyl, apés o
acidente nuclear (Basolo et al., 2002).

Assim como a variante folicular, a variante esclerosante difusa também é
encontrada em criancas e jovens adultos, com metastases em linfonodos
cervicais em quase todos os pacientes. Em contraste, as variantes de células

altas e colunares sao tipicas de individuos idosos (Medeiros-Neto, 2003).
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1.3. DIAGNOSTICO DE TUMORES DA TIREOIDE

A avaliacao clinica dos pacientes com suspeita de tumores tireoidianos &
realizada pela palpacdo do pescoco, com o objetivo de identificar e caracterizar
nodulos e possiveis ganglios linfaticos acometidos. A funcéo da tireoide deve
ser também verificada através de exames laboratoriais, tais como dosagem de
tiroxina livre (T4L), TSH e anticorpos antitireoidianos para diagnosticar eventual
hipotireoidismo, hipertireoidismo ou tireoidite associada (Ferraz et al., 2011).

A maioria dos pacientes com lesfes tumorais na tireoide Ssao
assintomaticos. Os tumores sdo geralmente detectados apoés a identificacdo de
um ou mais nddulos em exames de rotina ou em exames de imagens cervicais
ou toracicas, realizados para diagndstico ou tratamento de outras doencas
(Vartanian, 2013).

O achado clinico mais frequente nos pacientes sintomaticos € a
presenca de um ou mais noédulos palpaveis na tireoide. Os tumores tém
suspeitas de malignidade quando apresentam rapida expanséo, textura firme, e
sintomas de compressao de estruturas cervicais, tais como disfagia, disfonia,
dispneia, rouquidao, além da presenca de linfonodos ou massas fixas na regido
cervical (Vartanian, 2013).

O exame de ultrassonografia convencional ou com Doppler € muito
empregado no diagnostico dos tumores tireoidianos. Este exame permite
avaliar aspectos como textura, tamanho, extensdo e a ecogenicidade da
glandula. Também possibilita determinar o tamanho, numero, posicdo e
caracteristicas dos tumores, além da presenca de malformacdes glandulares e
alteracdes linfaticas. Apesar de analisar varios parametros, a ultrassonografia
ndo consegue determinar se o tumor é benigno ou maligno (Kimura, 2011).

A Puncdo Aspirativa com Agulha Fina (PAAF), seguida da analise
citolégica é o melhor método para diferenciar lesdes na tireoide (Deandrea et
al.,, 2002). Geralmente, a analise citologica classifica 60 a 70% dos tumores
como benignos; 5 a 10% como malignos; 10 a 20% como indeterminados e 10
a 15% como inadequados. Os pacientes com exames classificados como
inadequados, devem realizar uma nova PAAF; porém os tumores denominados
indeterminados representam um dilema clinico, devido a dificuldade de

classifica-los como benignos ou malignos (Cerutti, 2007).
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1.4. BIOLOGIA MOLECULAR DOS TUMORES DA TIREOIDE

O controle do ciclo celular estd sob o comando de dois grupos principais
de genes: 0s proto-oncogenes, que sdo responsaveis pela codificacdo de
fatores que estimulam a proliferacdo e a diferenciacdo celular; e os anti-
oncogenes, também denominados de genes supressores de tumores, que
desempenham o papel oposto (Cooper & Hausman, 2007).

Quando os proto-oncogenes sofrem alteracdes genéticas, eles passam a
ser chamados de oncogenes, caracterizando-se pela perda do poder regulador
da proliferacdo celular, levando a um crescimento desordenado das células e,
consequentemente, formacdo de tumores. Ja 0s genes supressores de
tumores induzem a formacao de tumores quando se encontram inativados ou
perdidos. Isto se deve ao fato de, nestas situacdes, ocorrer a remocéo de
reguladores negativos da proliferacao celular, os quais impedem a proliferacao
anormal de células tumorais (Rodrigues, 2003).

Para desencadear um evento que leve uma célula normal a se tornar
cancerigena, é necessaria uma mutacdo de ganho de funcdo em apenas um
alelo dos proto-oncogenes; enquanto que para 0S genes supressores de
tumores sdo necessarios dois eventos de mutacdo que inativem as duas coépias
desses genes, ou seja, os dois alelos (Rodrigues, 2003).

Os tumores tireoidianos caracterizam-se por apresentar alteracdes
genéticas que afetam, principalmente, a via de sinalizacdo MAPK (Proteina
Quinase Ativada por Mitdgenos). Esta via intracelular, quando ativada em
condicbes fisioldégicas, € responsavel por regular o crescimento, a
diferenciacéo, a apoptose e a sobrevivéncia celular (Tang & Lee, 2010).

A via metabdlica de sinalizacdo MAPK ¢é ativada em resposta a sinais
mitogénicos externos, que interagem com 0S receptores tirosino-quinase
presentes na superficie celular. Esses receptores ativam a proteina RAS (Rat
Sarcoma Viral Oncogene) através da substituicdo da Guanosina Difosfato
(GDP) pela Guanosina Trifosfato (GTP). A RAS ativa as proteinas RAF-
cinases, recrutando-as para a membrana, figura 03 (Nikiforov, 2008).

A RAF-cinase do tipo B (também conhecida como BRAF), a mais
abundante dessa familia, é capaz de fosforilar e ativar a proteina MAPKK, que

por sua vez fosforila e ativa a proteina ERK (ou MAPK) (Nikiforov, 2008).
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Quando ativada, a ERK fosforila proteinas citoplasmaticas e €
translocada para o ndcleo, onde regula a transcricdo de genes envolvidos na

diferenciacéo, proliferacdo e sobrevivéncia celular (Handkiewicz-Junak et al.,

2010).

SINAIS MITOGENICOS EXTERNOS
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Figura 03. Representacdo esquemadtica da via de sinalizacdo MAPK. O processo de
sinalizacdo comec¢a com estimulacdo do receptor de tirosino cinase por sinais mitogénicos
externos. Em seguida a proteina RAS é ativada ao se ligar com o GTP e interage com a BRAF,
ativando-a. A BRAF por sua vez, realiza a fosforilacdo da MAPKK e MAPK. A consequéncia

dessa cascata de reacdes € a ativacdo de genes envolvidos na proliferacdo celular,
sobrevivéncia e possivel carcinogénese. Fonte: Adaptada de Nucera, et al, 2009; Lopes, 2011.

1.4.1. Familia de Genes RAS e BRAF

As familias dos genes BRAF e RAS sdo objeto de estudo de varios
grupos de pesquisa no mundo. Isso se justifica pelo fato destes genes
codificarem proteinas importantes em vias envolvidas no controle, crescimento,
diferenciacdo e apoptose celular. Portanto, alteracbes nesses genes e,
consequentemente, em suas proteinas, podem levar ao surgimento de varios

tumores, incluindo os da tireoide (Oikonomou et al., 2014).
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1.4.1.1. Familia de Genes RAS

Os proto-oncogenes RAS pertencem a uma pequena familia de genes
que abriga frequentemente mutacdes relacionadas a tumores humanos,
constituindo as mutacdes mais prevalentes nas neoplasias em geral (20 a 30%
de todos os tumores humanos tém mutacdes destes genes). Esta familia de
genes € constituida por trés isoformas chamadas H-RAS, N-RAS e K-RAS,
figura 04 (Bos, 1989; Demirag et al., 2000).

(A) ] G domain

H-Ras [ J— 159
N-Ras [ 85% o 159
K-RaséA | 84% o 159
K-RasdB | 83% | —

165 189

HRas  QHKLRKLNPPDESGPGCMSCKCVLS
NRas = QYRMKKLNSSDDGTQGLMGLPCVVM
KRas#A '~ QYR LKKISKEEKTPGCVKIKKCIIM
KRastB ~ K HK - EKMSKDGKKKKKK®KTKCVI M

L Membrane targeting J

Figura 04. Familia de genes RAS e suas proteinas. Os nimeros em percentagem indicam o
grau de homologia tendo como referéncia o gene H-RAS. O gene K-RAS codifica duas
proteinas (K-RAS4A ou K-RAS4B), devido & um splicing alternativo. Os aminoécidos 1 a 164
compreendem o dominio G que se liga e hidrolisa o GTP, enquanto que os 24 ou 25
aminoacidos C-terminais restantes compreendem a sequéncia de direcionamento para
membrana. Os 20 ou 21 aminoacidos (sobreado em azul) compreendem a regido hipervariavel.
Fonte: Adaptado de Bryant et al., 2014.

Apesar do grau de homologia ser de aproximadamente 90%, as
proteinas codificadas pela familia de genes RAS, possuem em sua porcdo C-
terminal, uma regido denominada de dominio hipervariante, com indice de
conservacao de apenas 10 a 15% (Prior & Hancock, 2001). O dominio
hipervariante € pouco caracterizado e acredita-se que seja altamente flexivel,
servindo para evidenciar diferengas estruturais e funcionais entre as proteinas
RAS (Ellis & Clark, 2000).
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As proteinas RAS estdo associadas a superficie interna da membrana
plasmatica através de lipideos, os quais sdo adicionados as proteinas por
mudancas pos-traducionais (Reuter et al., 2000). A atividade das proteinas
RAS é regulada por duas classes de proteinas, denominadas GEFs (Guanine
Nucleotide Exchange Factors) e GAPs (GTPase Activating Proteins),
(Pylayeva-Gupta et al., 2011).

As proteinas GEFs induzem a ativagdo das RAS ao promoverem a sua
dissociacdo do GDP e a ligacdo ao GTP; enquanto as proteinas GAPs agem
inativando as RAS ao reconhecerem a proteina ativa, induzindo o aumento da
velocidade de hidrélise do GTP, figura 05 (Kubrusly et al., 2002; Malumbres &
Barbacid, 2003).
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Figura 05. Atuacdo das proteinas RAS de forma fisiol6gica e alterada. Fonte: Adaptado de
Bryant, et al., 2014.

As mutacbes nos genes da familia RAS acarretam a ativacao
constitutiva da via MAPK e a perda do controle do ciclo celular. Neste contexto,
as proteinas RAS desempenham um papel fundamental na génese e
progresséao de fendtipos malignos de neoplasias como de pulmao, pele, bexiga,
mama, pancreas, trato gastrointestinal, rim e multiplas formas de leucemia,
além de tumores da tireoide (Tyner et al., 2009).
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O gene H-RAS esta situado no locus 11p15.5 e tem 4 éxons distribuidos
por 3,3 Kb. Esse gene produz uma proteina chamada H-Ras que esta
envolvida principalmente na regulacdo da divisdo celular. A proteina H-Ras é
uma GTPase que atua na via de transducéo de sinal estimulando as células a
crescerem e dividirem-se. Quando comparada ao gene K-RAS, a frequéncia de
mutacBes somaticas no gene H-RAS é considerada pequena, uma vez gque,
das 35.366 amostras de tumores testadas, apenas 1127 amostras
apresentaram mutacdes neste gene, correspondendo uma frequéncia de
aproximadamente 3,2% (Denayer et al., 2008; Adrienne et al., 2010).

A Figura 06, ilustra a localizacdo do gene H-RAS e as mutacdes mais
encontradas frequentes. A esquerda, a localizacdo do gene no cromossomo 11
e, a direita, a distribuicdo das principais mutacdes. Aproximadamente, 97% das
mutacOes neste gene estdo restritas aos codons 12, 13 e 61, indicadas nas

cores rosa e verde (Adrienne et al., 2010).
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Figura 06. Alteracbes genéticas no gene H-RAS. Cada substituicdo especifica nos cddons 12,
13 e 61 estdo indicadas na caixa rosa. A distribuicdo das principais muta¢des no esquema a
direita. Note que, aproximadamente, 97% das mutagfes neste gene estdo restritas aos cdédons
12, 13 e 61. H& também uma série de muta¢bes consideradas raras. Fonte: Adrienne et al.,
2010
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O gene K-RAS esta no locus 12pl12.1, apresenta um total de 6 éxons
distribuidos em 0.3 Kb. Esse gene produz a proteina K-RAS, que esti
envolvida, principalmente, na via MAPK, que regula a divisédo celular. Somente
0s éxons 2, 3 e 4 sdo codificantes, enquanto que o éxon 5 sofre o splicing
alternativo. No mRNA KRAS, os éxons 1 e 6 sdo regides nao traduzidas (Carta
et al., 2006).

O gene K-RAS ¢ a isoforma que apresenta maior numero de mutacdes
somaticas em canceres humanos. As mutacfes neste gene séo detectadas em
21,2% de todos os tumores humanos analisados (29 557 amostras mutadas de
139 474 amostras testadas), (Bertola et al, 2007; Adrienne et al, 2010).

A Figura 07 ilustra a localizacdo do gene K-RAS e as mutacfes

associadas a diversas tipos de tumores, incluindo os da tireoide.
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Figura 07. AlteragBes genéticas no gene K-RAS. A direita distribuicao das principais mutacgoes.
Note que, aproximadamente, 99% das mutacdes neste gene estdo restritas aos cédons 12, 13
e 61. Fonte Adrienne et al, 2010.
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O gene N-RAS esta situado no locus 1p13.2 e tem 7 éxons distribuidos
por 12,4 Kb. Esse gene produz uma proteina chamada N-RAS que regula o
ciclo celular através de sua acdo GTPase estimulando a proliferacdo e
desenvolvimento celular (Adrienne et al., 2010).

A frequéncia de muta¢des somaticas gene N-RAS é maior que no gene
H-RAS, porém é bem menor que no K-RAS. Do total de 62.609 amostras
testadas em tumores, 3.587 apresentaram mutacdes no N-RAS, o que
corresponde a um percentual de 5,7% (Oliveira et al., 2007; Adrienne et al,
2010).

A Figura 08 a seguir ilustra a localizacdo do gene N-RAS e as mutacfes

associadas ao cancer de tireoide.
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Figura 08. Alteracdes genéticas no gene N-RAS. A direita a as principais mutagdes
encontradas no gene. Note que, aproximadamente, 99% das mutacbes neste gene estédo
restritas aos cédons 12, 13 e 61. Fonte: Adrienne et al, 2010

A ideia de que mutacbes na familia dos genes RAS tém papel
importante na tumorogénese da tireoide, vem sendo refor¢cada por estudos em
células foliculares tireoidianas com mutacdes nestes genes. Nestas células foi
observado que mutacdes nestes genes sdo responsaveis pela inducdo da

proliferacéo e desdiferenciacéo celular (Matsuo et al., 2004).
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1.4.1.2. GENE BRAF

O proto-oncogene BRAF esta situado no locus 7q34 e codifica uma
proteina que pertence a familia das serina-treonina-cinases. Este gene foi
identificado por Davies et al. (2002) em diferentes tipos de céancer humano,
especialmente nos melanomas e carcinomas do colon. Posteriormente, Kimura
et al (2003) encontraram uma importante prevaléncia deste oncogene nos
PTCs (36% dos 38 casos estudados), considerando-a como a mutacdo
genética mais comum nestes tumores. Resultados semelhantes foram
descritos por Cohen et al. (2003), que relatam mutacdo somatica do BRAF, no
éxon 15, em 69% dos PTC estudados.

O proto-oncogene BRAF possui 190.42 Kb distribuidos em 18 éxons
(Figura 08). As regibes CR1, CR2 e CR3, sdo extremamente conservadas na
familia do gene RAF. A proteina codificada pelo gene BRAF é expressa em
niveis elevados em células neuronais, hematopoiéticaS, nos testiculos e nas

células foliculares da tireoide (http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/BRAF).

G-loop AS

Figura 09. Diagrama de mutac¢des encontradas no gene BRAF em pacientes com canceres. As
setas pretas indicam as mutacdes. As mutacdes dentro de uma caixa ocorrem no mesmo
coédon. A Alteracdo V600E, em vermelho, € a principal mutacdo encontrada em PTC. Os
numeros de 1 a 18 indicam os éxons. A barra em vermelho indica o motivo em loop formado
por glicina (G-loop) localizado no éxon 11. A barra em rosa (AS) indica o segmento de ativagao
da proteina que fica situada no éxon 15. A letra C corresponde a regido carboxi-terminal, e letra
N corrresponde a regido amino-terminal. Fonte: Adapatada de atlasgeneticsoncology.org/Gene.

Estudos in vitro, com modelos de células tireoidianas benignas,
evidenciaram inicialmente um papel particularmente importante para o BRAF,
como um regulador central da diferenciacdo e da capacidade proliferativa
(Espinosa, 2007).
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Demonstrou-se em modelos in vitro e in vivo que a hiper-expressao do
BRAF induz transformacédo maligna e comportamento tumoral agressivo. Essas
alteracbes estdo provavelmente relacionadas com expressdo aumentada de
metaloproteinase 12 da matriz e de VEGF (Espinosa, 2007).

Nos ultimos anos, inumeros trabalhos tém mostrado uma alta frequéncia
de mutacdo no gene BRAF em pacientes com PTC. Estas alteracdes tém sido
observadas em popula¢cbes de diferentes areas geogréficas e origens étnicas,
0 que tem confirmado a papel do BRAF na patogénese do PTC (Xing, 2005).

As alteragbes no gene BRAF associados ao PTC sdo, quase
exclusivamente, constituidas pela transverséo de timina para adenina (T1799A)
no éxon 15. Esta mutacdo missense causa a substituicdo do aminoacido valina
pelo glutamato (V600E), levando ao surgimento do gendtipo BRAFV600E
(Quadro 02) (Nucera et al., 2009).

Quadro 02. Frequéncia da Mutacdo no BRAFY%%E em Estudos com PTC.

Total de Amostras | Frequéncia da Autor de Estudo Ano de
Analisadas Mutacéao (%) Publicacao
95 38 Cohen et al 2003
79 86 Kim et al 2005
96 42 Adeniran et al 2006
64 59 Takahashi et al 2007
40 55 Abrosimov et al 2007
91 45 Ugolini et al 2007
274 49 Kebelew 2007
25 48 Brzezianska et al 2007
11 45 Erickson et al 2007
108 50 Wang et al 2008
230 67 Park et al 2009
631 38 Ito et al 2009
242 33 Sykorova et al 2009
199 50 Yip et al 2009
1032 62 Guan et al 2009
49 41 Baitei et al 2009
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A mutacdo BRAFV®%E produz a ativacgdo constitutiva da proteina BRAF-
cinase, ja que resulta da insercdo de um residuo carregado negativamente
adjacente a um local de fosforilagdo (Ser599), o que causa a ruptura de
interacOes hidrofébicas entre residuos exatamente no local de ligacdo do ATP
gque mantinha a conformacdo inativa da proteina. Esta mutacdo, antes
designada na literatura de V599E, foi corrigida em 1 c6édon em trabalhos mais
atuais (Ciampi et al., 2005; Xing et al., 2005; Fusco et al., 2005).

Recentemente, outras mutagdes tém sido descritas no gene BRAF
(Quadro 03). Demonstrou-se que todas estas mutacdes descritas
desestabilizam a conformacéo inativa do gene BRAF, induzindo uma ativacéo
oncogénica constitutiva da enzima BRAF-cinase (Wan. et al., 2004; Trovisco et
al, 2004; Hou et al., 2007).

Quadro 03. Mutacgdes raras encontradas no BRAF

BRAFK601E BRAFE26D BRAFP334s
AKAP9BRAF BRAFQ609Q BRAFV480M
BRAFVK600-1E BRAFG464R BRAFS326P
BRAFV599ins BRAFN58L1 BRAFL678!

BRAFV600E+K601del BRAFL618W BRAFFE648G
BRAFV/600D+FGLAT601-605ins BRADA762V BRAFR271H
BRAFF V600K BRAFR443T BRAFE6L1D
BRAFV600R BRAFGS615R BRAFH574N
BRAFD594G BRAFS615R BRAFAL84T
BRAFF595S BRAFK49N BRAFG466R

Fonte: Adaptado de cancer.sanger.ac.uk/cosmic.

Desde a descoberta inicial de mutacdes no gene BRAF nos tumores
humanos, houve mais de 100 mutacdes identificadas nesse gene, das quais a
mutacdo de ponto T1799A totaliza cerca de 90% de todas as mutacdes neste
oncogene. Esta se apresenta como uma alteragdo genética somatica, ndo
surgindo em contexto de carcinoma familiar da tireoide, no qual as mutacdes
sdo germinativas (Garnett et al., 2004; XING et al., 2007; Gradissimo, 2008).
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A importancia do gendtipo BRAFVE & revelada pelos diversos estudos
publicados, os quais tém demonstrado, nos ultimos anos, que a mutacdo
T1799A encontra-se presente em um grande numero de casos de PTC, com
prevaléncia média de 49%. O gendtipo BRAFV6E possui elevada frequéncia
na forma classica e na variante de células altas do PTC, com prevaléncia
média de 54% e 68%, respectivamente, sugerindo que esta mutacdo funciona
como um evento especifico e precoce para estes fendtipos de PTC,
desempenhando um papel fundamental na iniciacdo da tumorogénese
(Nikiforova et al., 2003; Sedliarou et al., 2004; Kim et al., 2005; Ugolini et al.,
2007).

Essa ideia € apoiada pela presenca desta mutacdo nos microcarcinomas
papiliferos da tireoide (20-52%). Em oposicédo aos PTC dos adultos, os tumores
pediatricos (esporadicos ou aqueles induzidos pela radiacdo), tém baixa
prevaléncia de mutacdes BRAF (0-12%) (Kumagai et al., 2004; Lima et al.,
2004; Nikiforova et al., 2004).

E importante acrescentar que, para além das mutacdes pontuais, 0 gene
BRAF pode ser igualmente ativado por rearranjo intra-cromossomico,
nomeadamente através de uma inversdo paracéntrica do cromossomo 7¢, com
a consequente fusdo com o gene AKAP9. A proteina de fusdo resultante
apresenta uma elevada atividade cinasica. Este rearranjo foi encontrado
primariamente em tumores associados a histéria recente de exposicdo a
radiacdo, nomeadamente em cerca de 11% dos PTC que se desenvolveram 5-
6 anos apos exposicao a radiacdo ionizante (Ciampi et al., 2005; Moretti et al.,
2006).
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2. JUSTIFICATIVA

Enquanto a incidéncia de muitos tipos de cancer de cabeca e pescoco
tem demonstrado decréscimo, a incidéncia de cancer de tireoide tem
evidenciado um aumento significativo (Davies & Welch, 2006). No ano de 2012
foram estimados cerca de 300 mil casos novos desse cancer no mundo (230
mil entre as mulheres e 70 mil entre os homens) com maiores incidéncias em
mulheres de populacdes da América Central, Japao e llhas do Pacifico (Ferlay
et al., 2013).

Tambem em 2012, mundialmente o numero estimado de Obitos por
cancer de tireoide foi de 27.000 em mulheres e 13.000 em homens,
correspondendo a taxas de mortalidade de aproximadamente 0.6/100.000
mulheres e 0.3/100.000 homens (La Vecchia et al., 2015).

No Brasil, esperam-se para o ano de 2017, aproximadamente, 1.570
novos casos de cancer de tireoide para o sexo masculino e 8.040 para o sexo
feminino, com um risco estimado de 1,49 casos a cada 100 mil homens e 7,47
casos a cada 100 mil mulheres. Na regido norte do Brasil o cancer de tireoide é
0 quinto mais frequente entre as mulheres (INCA, 2017).

Na regido Amazbnia, os estudos sobre alteracdes genéticos,
moleculares e caracteristicas clinicopatolégicas no cancer da tireoide, séo
raros. Neste sentido nossa pesquisa tem como finalidade contribuir para melhor
compreensao das alteracbes genéticas nos genes KRAS, HRAS, NRAS E
BRAF, em pacientes com carcinoma papilifero da tireoide, que € o cancer que

representa mais de 80% dos carceres da tireoide.



30

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Investigar a ocorréncia de mutagdes nos genes H-RAS, N-RAS, K-RAS
e BRAF em carcinoma papilifero da tireoide em amostras obtidas da populacéo

paraense.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Descrever as caracteristicas demograficas dos 53 pacientes constituinte da

nossa amostra.

- Relatar os achados clinicopatoldgicos nas frequentes dos pacientes com PTC,

em nossa amostra, além de outros descritos na literatura.

- Relatar os niveis séricos do TSH e T4L nos pacientes com PTC, antes e

depois da realizacao da tireoidectomia total.

- Descreve as alteracdes génicas encontradas nos genes HRAS, NRAS, KRAS
e BRAF e comparar com as descritas na literatura.

- Associar as altera¢des nucleotidicas no gene BRAF com diferentes achados

clinicopatoldgicos dos pacientes com PTC.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. CASUISTICA

A populacdo de estudo foi constituida por pacientes que foram
submetidos a cirurgia para remocédo da tireoide no Hospital Universitario Jodo
de Barros Barreto (HUJBB) localizado em Belém do Para. Os pacientes e/ou
seus responsaveis foram informados sobre o estudo a ser realizado, através de
palestra de esclarecimento.

Os pacientes que concordaram em participar do estudo foram
convidados a assinar o termo de consentimento livre e esclarecido, conforme
rege a resolucdo 466/12, do Conselho Nacional de Saude, sobre aspectos
éticos envolvendo a pesquisa em seres humanos, autorizando suas
participacdes e possibilitando a coleta de material biolégico para pesquisa.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do HUJBB
(protocolo: 3350/09).

4.2. COLETA E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

Um total de 53 amostras de PTC foram analisadas. As amostras foram
coletadas a partir de tecido parafinado e transportadas para o Laboratério de
Erros Inatos do Metabolismo (LEIM) da Universidade Federal do Para (UFPA),
localizado em Belém.

No LEIM, as amostras foram identificadas com nome, sexo do paciente e
data da coleta. Em seguida as amostras foram armazenadas no freezer -80°C,
para posterior utilizacéo.
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4.3. INFORMACOES CLINICOPATOLOGICAS DOS PACIENTES

As informag0fes clinicopatologicas foram coletadas nos prontuarios dos
pacientes pelo cirurgido de cabeca e pescoco colaborador da pesquisa. Em
nosso estudo foram coletados os seguintes dados: sexo, TSH, T4L, disfagia,
dispnéia, rouquiddo e metéastase linfonodal. Os dados coletados foram
inseridos no software SPSS versdo 21 (IBM corp., New York, USA) e

posteriormente analisados.

4.4. CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

O critério utilizado para a inclusdo dos pacientes neste trabalho foi o
diagnéstico confirmado de PTC, obtido através da avaliacdo clinica e associada
ao exame citopatoldgico. Os critérios de exclusé@o utilizados foram a presenca
de outro tipo de cancer da tireoide ou diagndstico negativo para cancer.

4.5. EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO DNA

Para obtencdo de DNA gendmico, foi, previamente, realizada a etapa de
desparafinizacdo do tecido tumoral. Em seguida as amostras tiveram seu DNA
gendmico extraido, utilizando o PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen,
CA, USA). Cada amostra foi diluida com tampé&o TE e quantificada foi estimada
através do Nanodrop ND-2000 Spectrophotometer (CA, USA), versao 1.4.1,
utilizando o software associado.

4.6. AMPLIFICACOES DOS FRAGMENTOS DOS GENES DE INTERESSE

Na pesquisa foram investigadas alteracdes nos seguintes fragmentos:
éxons 1 e 2 dos genes HRAS, KRAS e NRAS, e éxons 11 e 15 do gene BRAF,
uma vez que, esses fragmentos concentram a maioria das mutacdes. Os
primers de cada fragmento foram obtidos na literatura e estdo descritos nos
Quadros 04 e 05.
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Quadro 04. Sequéncia de primers usados para amplificacdo dos fragmentos de
interesse dos genes HRAS, KRAS e NRAS, em padronizadas temperaturas de

anelamento (TA).

TAMANHO [ TA
GENE | FRAG. SEQUENCIA DO PRIMER DO EXON | (°C)
F - 5-TTAACCTTATGTGTGACATGTTCTAA-3'
KRAS 1 R - 5-TCATGAAAATGGTCAGAGAAACC-3' 111 54
CRAS F-5-TTTTTGAAGTAAAAGGTGCACTG-3'
2 R - 5-TGCATGGCATTAGCAAAGAC-3’ 179 58
F - 5-GGCAGGAGACCCTGTAGGAG-3'
HRAS 1 R - 5-AGCCCTATCCTGGCTGTG-3' 111 62
RAS F-5-GTCCTCCTGCAGGATTCCTA-3'
2 R - 5-ATGGCAAACACACACAGGAA-3' 179 60
F - 5-CACTAGGGTTTTCATTTCCATTG-3'
NRAS 1 R - 5-TCCTTTAATACAGAATATGGGTAAAGA-3' 111 62
NRAS F-5-TTGCATTCCCTGTGGTTTTT-3'
2 R - 5-CCATAATAAAAAGCTCTATCTTCCC-3' 179 58

Fonte: Sadow et al.,2010).

Quadro 05. Sequéncia de primers usados para amplificacdo dos fragmentos de
interesse dos genes BRAF, em padronizadas temperaturas de anelamento

TA).
] TAMANHO | TA
GENE | EXON SEQUENCIA DO PRIMER DO EXON | (°C)
F-5-TCTGTTTGGCTTGACTTGACTT-3'
11 R - 5-CGAACAGTGAATATTTCCTTTGAT-3' 118 58
BRAF
F - 5-TGCTTGCTCTGATAGGAAAATG-3'
15 R - 5-AGCATCTCAGGGCCAAAAAT-3' 119 57

Fonte: Sadow et al.,2010.

As ReacOes em Cadeia da Polimerase (PCR) foram padronizadas

realizando-se uma desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, seguidos por 35

ciclos, repetindo as seguintes condi¢des: desnaturagdo a 94°C por 1 minuto,

com temperatura de anelamento dos primers (TA) variavel, e a extensao a

72°C por 1 minuto.
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Apoés o término dos ciclos foi feita uma extensao final a 72°C por 5
minutos. Finalmente foram utilizados 4 pl de cada produto da PCR para
realizacdo da eletroforese em gel de agarose 2%, com o objetivo de verificar a
qualidade da reacéo.

As condicdes de amplificacdo dos segmentos dos genes estao

resumidas no Quadro 06.

Quadro 06 — Condi¢des de amplificacfes dos fragmentos de interesse

L NUmero :
Estagios de Ciclo Temperatura Tempo (minuto)
{0 | Desnarago 1 94 °C 5
inicial
Desnaturacéao 94°C 1
20 Anelamento 35 De acordo com o 1
segmento
Extensao 72 °C 1
3° | Extensdo final 1 72°C 5

4.7. |DENTIFICACAO DE ALTERACOES GENETICAS NOS SEGMENTOS
ESTUDADOS

Neste trabalho foi utilizada a técnica de sequenciamento automatico
direto com uso do kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing Standart Version
3.1 que utiliza a enzima AmpliTag® DNA (Applied Biosystems, CA, USA). Os
primers utilizados foram o0os mesmos usados na PCR e as amostras
sequenciadas foram submetidas a eletroforese no ABI 3130 Genetic Analyzer,
(Applied Biosystems, CA, USA) que usa o Pop 7 como polimero para migracao
dos fragmentos (Applied Biosystems, CA, USA). As sequéncias geradas foram

analisadas com o auxilio dos programas BioEdit (7.2.5) e Chromas Lite (2.1.1).
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4.8. ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada usando-se o software SPSS verséo
21.0 (IBM corp., New York, USA). Os dados continuos foram expressos em
média e desvio padrdo e os dados categdricos foram expressos em
porcentagem. O teste t de Student foi utilizado para avaliar as variaveis
continuas e os testes exato de Fisher e Qui-quadrado foram usados para
analisar as variaveis categoricas. Foi considerado p<0,05 como significativo em
todas as analises.

As frequéncias das mutacdes encontradas foram calculadas pela divisao
do numero de alelos portadores das mesmas pelo numero total de alelos
pesquisados. Para a determinacdo dos valores percentuais este coeficiente foi

multiplicado por 100.
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5. RESULTADOS

5.1. Descrigdo das caracteristicas demogréficas

Do total de 53 pacientes analisados com PTC, 12 (22,6%) do sexo
masculino e 41 (77,4%) do sexo feminino. A idade média dos pacientes no
momento de diagnostico foi de 40,2 + 11,1 anos e o tamanho médio do tumor
foi de 1,1 + 0,80 cm, com tamanho variando entre 0,6 e 4,5 cm. Os
microcarcinomas papiliferos da tireoide (<1 cm) foram observados em 36 casos
(68%) enquanto que 17 pacientes (32%) possuiam tumores = 1 cm. A analise
dos linfonodos revelou que 39,6% dos pacientes apresetavam metastase
linfonodal. Quarenta e quatro pacientes (83%) apresentaram tumor unilateral e
9 (17%) pacientes possuiam tumores bilaterais. Em relacdo a idade dos
pacientes no momento do diagndstico, 66% tinham menos de 45 anos de idade
e 18 (34%) tinham = 45 anos de idade. As caracteristicas demograficas estdo

resumidas na tabela O1.

Tabela 01. Caracteristicas demogréficas dos pacientes com PTC

Caracteristicas Valor (%)
N 53 (100,0)
Género

Masculino 12 (22,6)

Feminino 41 (77,4)
Idade de diagnéstico

<45 18 (34,0)

>45 35 (66,0)
Tamanho do tumor

lcm 36 (68,0)

=1cm 17 (32,0)
Bilateralidade

Unilateral 44 (83,0)

Multilateral 09 (17,0)
Metéastase linfonodal

Ausente 32 (60,4)

Presente 21 (39,6)
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5.2. Achados clinicopatologicos mais frequentes dos pacientes com PTC em

nossa amostra.

Os pacientes com PTC podem apresentar caracteristicas
clinicopatologicas inespecificas que ndo ajudam ao tem pouca importancia para
o diagndstico do tumor. Porém ha também manifestacbes de caracteristicas
gue tem importancia, contribuindo para direcionar para a suspeito de PTC. Em
nosso trabalho investigamos caracteristicas com importancia, do ponto de vista
da contribuicdo no auxilio diagnéstico do PTC. Nos resultados revelaram que o
principal achado foi a dispneia (57%), seguida da rouquidéo (47%) disfagia e
metastase linfonodal, os quais possuiram o mesmo percentual (40%) (Figura
10).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

57%

47%
40% 40%

Disfagia Metastase Rouquiddo Dispneia
linfenodal

Figura 10. Achados clinicopatolégicos dos pacientes com PTC
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5.3. Niveis de TSH e T4L nos pacientes com PTC, antes e depois da

realizacdo da tireoidectomia total.

Os resultados da andlise bioquimica revelaram que a meédia dos valores
de TSH pré-operatorio estavam dentro dos valores de referéncia (0,4 a 4,5
muUI/L), no entanto, a média do TSH pés-operatorio estava elevada (Boucal et
al, 2011).

Em relacdo a T4lL, nossa pesquisa mostrou que os valores médios preé-
operatorios estavam elevados, enquanto que os pds-operatorios tiveram uma
reducado significativa, porém ficaram, dentro do intervalo de referéncia (0,7 a
2,5 ng/dL) (Figura 11).

7,00

6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

TSH PRE-OP T4 PRE-OP TSH POS-OP T4 POS-OP

Figura 11. Perfil bioquimico dos pacientes com PTC. Legenda: PRE-OP: Pré-operatorio; POS-
OP: Pés-operatério
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5.4. Mutacgbes nos genes HRAS, NRAS, KRAS e BRAF

Com base na analise do sequenciamento automatico direto de DNA do
gene BRAF foi encontrada a mutacdo missense V600E em 21 pacientes com
PTC (39,6%). Todos os 21 pacientes, constituidos por 5 homens e 16
mulheres, apresentaram a status BRAFV60°E em heterozigose (Figura 12). A
mutacao V600E altera o residuo de valina por um residuo de acido glutamico e
esta localizada no éxon 15 do gene na posicao 1799, resultante da transversao

de timina pela adenina (T>A).

A)

A ‘x ~AA,A MAA AR ., ) ‘.-A.‘A.,J!A

Figura 12. Eletroferograma do éxon 15 do gene BRAF, de amplicons de duas amostras de
PTC. A: indica a sequéncia selvagem, caracterizada pela auséncia de mutacdo. B: indica a
sequéncia com mutacdo em heterozigose (seta) caracterizada pela presenca de dois picos
nucleotidicos na posicéo 1799, resultante da transverséo de timina pela adenina (T>A).

== S
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Também foi encontrada uma mutacédo ainda nao descrita na literatura,
na sequéncia do gene KRAS. Trata-se de uma mutacdo resultante de uma
transversdo de timina para adenina (T>A) no codon 38. Esta mutacdo altera o
residuo do aminoacido aspartato para o residuo de glutamato (p.D38E) (Figura
13). A nova variante ndo estava presente nos bancos de dados verificados -
Human Gene Mutation Database (HGMD), dbSNP Database, 1000 Genomes
Project Database, nem no Exome Variant Server Database.

O paciente portador dessa mutacéo nova era do sexo feminino tinha 32
anos de idade no momento do diagnostico, e exibia as seguintes
caracteristicas clinicopatoldgicas: tumor de 3,90 cm, metastase linfonodal,

tosse, rouquidao, disfagia e disponia.

B)

ey

Figura 13. Eletroferograma do éxon 3 do gene K-RAS, de amplicons de duas amostras de
PTC. A: indica a sequéncia alterada caracterizada pela presenca da mutacdo em heterozigose
(seta) indicada por dois picos nucleotidicos, resultantes da transversdo de T>A no cddon 38
que altera o residuo de aspartato para um de glutamato. B: indica a sequéncia selvagem
caracterizada pela auséncia da mutagéao.

Em relacdo aos genes HRAS e NRAS, apesar da analise criteriosa dos
principais fragmentos selecionados em nosso estudo, 0 sequenciamento

automatico direto ndo revelou alteragéo.
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5.5. Associacao das Caracteristicas clinicopatolégicas com a mutacao
BRAFV600E

Na Tabela 1 estao os resultados da mutacdo BRAFV60E e caracteristicas
clinicopatologicas dos pacientes com PTC. Houve uma associacao significativa
entre a mutacdo BRAFV60E e rouquiddo, assim como entre a mutacao
BRAFV600E e metastase linfonodal, enquanto nenhuma correlagao significativa

foi encontrada com disfagia e dispneia.

Tabela 02. Associacdo entre a mutacdo BRAFV60E e as caracteristicas
clinicopatologicas de pacientes com cancer papilifero da tireoide.

Sexo Masculino 5 Masculino 7 0.5624

Feminino 16 Feminino 25

Disfagia 11 (52.4%) 10 (31.25%) 0.2108
Dispneia 14 (66.7%) 16 (50%) 0.3607
Rouquidao 18 (85.7%) 7 (21.9%) 0.0001
Metastase linfonodal 13 (61.9%) 8 (37.5%) 0.0164

*p-valor < 0,05.
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6. DISCUSSAO

6.1. Caracteristicas demograficas

Quanto aos aspectos demogréaficos, muitos trabalham tem avaliado
caracteristicas como sexo do paciente, idade no memento do diagndstico,
tamanho do tumor e metéstase linfonodal, uma vez que elas informacgdes
podem esta associada a malignidade e ao surgimento precoce da neoplasia.

Estudo conduzido por Hwang et al, 2010, analisou 135 pacientes com
PTC. Deste total, 81,5% dos pacientes eram do sexo feminino e 28,5% do sexo
masculino. A idade média dos pacientes foi 47+9,2 anos (intervalo 26 a 73
anos), o tamanho médio do tumor era de 1,0 + cm (intervalo 0,3 a 4,0 cm) e
56% apresentavam microcarcinoma papilifero da tireoide (<1 cm) enquanto que
44% dos pacientes tinham tumores =1cm.

Tagada et al, (2011) realizaram um estudo retrospectivo no japdo, com
152 pacientes com PTC. Do total de pacientes, 85,8% era do sexo feminino e
14,2% do masculino, a idade foi de 44.5 + 12.7 (intervalo 9 a 69), o tamanho
médio do tumor foi de 2,51 + 1,25 cm (0,4-7).

Em nosso estudo observamos tamanho médio do tumor de 1,1 + 0,80,
semelhante ao encontrado por Hwang et al 2010. Os achados sobre o tamanho
de tumores em individuos com PTC exibem uma grande diferenca. Isso pode,
ao menos parcialmente, ser explicado pelas diferencas no perfil étinico,
ancestral e tipo de mutacao encontrada nos tumores.

Pesquisa bem conduzida realizada por Ahn et al, (2014) apontou que no
momento do diagndstico, 68% dos pacientes possuiam idade 245 anos
enquanto que, 32% tinham idade <45 anos. Em relacdo nossa pesquisa
observamos percentuais semelhantes, visto que 66% dos nossos pacientes
com PTC tinham <45 anos e 34% apresentavam idade 245 anos.

A presenca de metastase linfonodal € uma das caracteristicas mais
estudadas. Estudos tem relatado frequéncia variando entre 30 a 80%. Nossos
resultados apontam uma frequéncia de 39,6%. Esta caracteristica clinica € de
relevancia, visto que, representa a principal causa de recorréncia de PTC, e
estudos de bases populacional tem indicado uma maior taxa de mortalidade

associada (Yang et al, 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27368106
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6.2. ACHADOS CLINICOPATOLOGICOS

Os pacientes com PTC exibem um grupo de achados clinicopatoldgicos
associados com o aparecimento e desenvolvimento do cancer. Na maioria dos
pacientes com PTC, a apresentacéo clinica é caracterizada pelo surgimento de
nédulo solitario e assintomatico ou bocio multinodular detectado em exame
fisico de rotina, durante uma cirurgia por doenca benigna da tireoide,
incidentalmente em exames de imagens efetuados por outras razées, ou como
nodulo palpavel (situacédo atualmente menos comum).

Embora a maioria dos ndédulos tireoidianos sejam solitarios e
assintomaticos, alguns podem apresentar outras caracteristicas que alertam
para uma maior probabilidade de tumores malignos, tais como historia de
crescimento tumoral rapido, nodulos fixos aos tecidos adjacentes,
aparecimento de sintomas como disfonia, rouquiddo, paralisia das cordas
vocais e presenca de metastases ganglionares ipsilaterais (Tuttle et al., 2010).

Cerca de 1/3 dos doentes com PTC apresentam alguma outra doenca
tireoidiana subjacente, tal como tireoidite de Hashimoto ou bécio multinodular
ou adenomatoso. Num estudo da Clinica Mayo com 596 doentes com PTC,
40% apresentavam doenca benigna da tireoide concomitante, 33% tinham
nodulos co-existentes e 20% tireoidite de Hashimoto (Wartofsky, 2006).

Em nosso estudo, verificamos que 39,6% dos pacientes possuiam
metastase linfonodal. Sabe-se que metastase do PTC afeta tecidos adjacentes
a glandula tireoide, podendo causar sérios danos a essas estruturas. As
regides da traqueia, laringe, musculo do pescoco e es6fago sdo muito afetadas
por esse problema e por isso os pacientes com PTC desenvolvem sintomas
obstrutivos como disfagia, disfonia por paralisia de corda vocal, odinofagia,
dispneia e hemoptises (Ohshima et al, 2000; McCaffrey, 2006).

Outras alteracbes do estado geral do paciente com PTC como fadiga,
anorexia e perda ponderal, poderdo também indicar um tumor maligno
avancado e sugerir invasdo de estruturas adjacentes (Ohshima et al., 2000;
McCaffrey 2006).
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Um achado de metastase nos pacientes com cancer de tireoide possui
grande relevancia, visto que o padrdo de invasdo causado pelas células
metastaticas, provoca obstrucdo das vias aéreas e aumentam em,
aproximadamente, 5 vezes a mortalidade dos pacientes com PTC (Ohshima et
al., 2000).

Recentes avancos na ultrassonografia endoscoOpica permitiram a
visualizagdo de detalhes das estruturas anormais formadas pela invasao das
células tumorais. Wada et al., 2003 estudaram 259 casos de PTC e
descreveram varios padrdoes de metastase linfonodal. Destes, 64,1% (166/259)

apresentaram metastase cervical central e 44,5% no compartimento lateral.

6.3. Dados bioquimicos

A secrecéo hipofisaria de TSH regula a secrecao de T4 e Ts, que por sua
vez exercem feedback negativo no tireotrofo hipofisario, com uma relacao log
linear, consequentemente, pequenas alteracbes nas concentracfes dos
horménios tireoidianos livres resultam em grandes alteracdes nas
concentragbes séricas de TSH, tornando-o melhor indicador de alteracdes
discretas da producéao tireoidiana (Andersen et al., 2002).

Nossos resultados apontaram uma diferenca importante na média dos
valores de TSH e T4L entre os periodos pré-operatorio e pos-operatério. Este
achado pode ser justificado pela redugdo dos hormonios tireoidianos causado
pela tireoidectomia em pacientes com PTC.

O aumento nos niveis séricos de TSH esta associado a um maior risco
de desenvolvimento de céancer de tirebide, mesmo dentro dos parametros
normais de referéncia (Moo et al, 2010; Rego et al, 2010).

Os niveis de TSH também estdo associados a recorréncia de PTC. A
Associacdo Americana de Tireoide tem diretrizes para a reposicdo de TSH em
pessoas que passaram por tireoidectomia para a remocdo de PTC. Para
pacientes com baixo risco de recorréncia, recomendasse que 0s niveis de TSH
devam ser mantidos entre 0,5 a 2 mU/L. Em pacientes com risco intermediario
a alto, os niveis de TSH devem ser mantidos em valores baixos o suficiente
para impedir qualquer tipo de crescimento de células na tireoide (Huang et al.
2017).
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6.4. GENE BRAF

A mutacao BRAFV600E tem papel fundamental na génese de diferentes
tipos de tumores, a exemplo do cancer coloretal, melanoma e PTC (Fagin et
al., 2004). Estudos tem relatado que a mutacdo BRAFV6'E esti associada a
natureza mais agressiva do tumor, a maiores taxas de recorréncia e
mortalidade da doenca (Xing et al, 2013). Kimura et al, 2003, foram os
primeiros a identificarem a mutacdo BRAFV690E em amostras de PTC. Estes
pesquisadores, analisaram um total de 78 amostras com PTC e encontraram
28 com a mutacao BRAFV600E  representando um percentual de 36%.

Nos ultimos anos, varios estudos em diferentes populacdes e éareas
geograficas, foram conduzidos com a finalidade de elucidar a prevaléncia da
mutacdo BRAFV60E em amostras de PTC. Estes estudos revelaram que a
prevaléncia varia entre 29% a 87%, confirmando que a mutacdo BRAFV600E & a
alteracdo genética mais comum encontrada em pacientes com PTC, com
prevaléncia média de 45% (Fugazzola et al., 2006).

No presente estudo, foram analisados exclusivamente os éxons 11 e 15
do gene BRAF, pois estes sdo 0s éxons que concentram a maioria das
mutacOes para esse gene. As amostras foram de pacientes com PTC e sem
histérico de casos na familia e exposicéo a radiacéo ionizante.

Nossos resultados apontam uma alta prevaléncia da mutacdo BRAFV600E
(39,6% pacientes com PTC). Prevaléncia semelhante foi encontrada no estudo
conduzido por Nikiforava et al (2004). Estes pesquisadores analisaram 55
amostras de PTC de pacientes afetados pelo acidente nuclear de Chernobyl e
82 de pacientes com PTC esporadico. Os resultados apontaram uma baixa
prevaléncia da mutacdo em PTC induzidas por radiacao (4%), diferentemente
dos tumores esporadicos, no qual a prevaléncia foi de 37%.

Resultados parecidos foram descritos por Cohen et al, (2003). Este
grupo de pesquisadores investigou 95 amostras de PTC excisados
cirurgicamente, e identificaram 36 amostras com a mutacdo BRAFV600E
correspondendo uma prevaléncia de 38%.

Estudo de coorte realizado na cidade de Sao Paulo (Brasil) com 120
casos esporadicos de PTC resultou numa frequéncia de 48% da mutagdo

BRAFV600E (Cerutti, 2009). Em outro estudo multicéntrico na Italia, a analise de
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260 casos de PTC, revelou uma prevaléncia de 38% dessa mutacgdo. Ugolini et
al., (2007) estudaram 500 pacientes com PTC e identificaram uma frequéncia
de 43,8% da mutacdo BRAFV600E,

Os dados sobre a mutacdo BRAFV60E sgo extensos na literatura e ja
foram descritos em diferentes populacfes, na maioria das vezes, com uma alta
prevaléncia em PTC representando 90% das mutagbes encontradas nesses
pacientes. Isso indica que esta mutacdo € um evento genético comum e
especifico no PTC e independe ou é pouco influenciada pela origem étnica e
area geografica estudada.

Varios grupos de pesquisa em diferentes paises realizam estudos
asscociando a mutacdo BRAFV600E com caracteristicas clinicopatolédgicas, tais
como idade avancada, sexo masculino, rouquidao, tamanho do tumor, fenétipo
agressivo, metastase e estadiamento tumoral mais avancado (Namba et al.,
2003; Riesco-Eizaguirre, 2006; Kebebew, 2007).

A despeito do grande nimero de estudos, a associacdo entre a mutacao
BRAFV600E e as caracteristicas clinicopatolégicas permanecem controversas. A
maioria das observacfes indica uma associacdo positiva da mutacdo com
estadios avancados da doenca e com fendtipo mais agressivo, entretanto
alguns estudos n&o encontraram essas associagoes.

Nossos resultados indicaram associacao significativa entre a mutacao
BRAFV600E e os achados clinicos de rouquiddo e metastase a distancia
(p=0.0001 e p=0.0164). Nossos achados para associacdo entre a BRAFV600E g
metastase linfonodal, estdo de acordo como os encontrados por Namba et al.,
2003, os quais analisaram 126 pacientes com PTC e relataram associacéo
positiva (P= 0,033). Outros estudos bem conduzidos em diferentes popula¢cdes
encontraram associacdo positiva entre a mutacdo BRAFV600E e metastase
(Fagin et al, 2004; Xing et al., 2005).

A associagao significativa entre a mutacdo BRAFVY60E e rouquiddo é
pouco descrita na literatura. Nguyen et al. (2015) justificam a rouquiddo em
pacientes com PTC, pelo fato de tumores na glandula tireoide poderem
pressionar estruturas cervicais e provocar estes sintomas. Nikiforov et al;
(2011) afirmam que sintomas como tosse, disfonia, dispneia, disfagia e
rouquiddo estdo associados aos nodulos tireoidianos palpaveis e sao

sugestivos de malignidade, com foi observado em nossa amostra.
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Uma variedade de alteragcbes genéticas tem sido associada a
carcinogénese da tireoide, a exemplo dos rearranjos RET/PTC e TRK,
mutacdes no gene TP53, mas estas ndo puderam ser identificados no presente
trabalho, o que possibilita novas pesquisas em nossa populacdo. Acreditamos
que estudos prospectivos sao necessarios para avaliar se o teste de mutacdo
BRAFV600E em conjunto com a avaliacdo de todos os fatores de risco
clinicopatologicos convencionais (ex. subtipo histolégico, encapsulacao parcial
ou completa) irdo acrescentar significado preditivo e podem melhorar a

conducéao e os resultados do tratamento para os pacientes com PTC.

6.5. GENE K-RAS

As mutacdes no gene K-RAS sao predominantes em tumores
pancreaticos (57,3%) e também séo relatadas porcentagens significativamente
altas em tumores do intestino grosso (34,7%), peritbnio (28,3%), trato biliar
(25,2%), intestino delgado (19,5%), pulmao (16,9%), endométrio (15,2%),
ovario (12,4%) e ceérvix (7,3%) (Moura et al., 2015).

Até o momento, um pouco mais de uma dezena de mutacdes no gene K-
RAS ja foram descritas envolvidas no contexto do PTC. No presente estudo foi
identificada a mutagdo nova, p.D38E no gene K-RAS em um individuo com
PTC. Essa mutacdo esta presente em uma regido critica do funcionamento da
proteina KRAS, que consiste de um motivo conservado G box, que liga ao GTP
temporariamente, resultando na ativacdo da quinase e sinaliza eventos
downstream, que promovem a sobrevivéncia e a proliferacdo celular (Prior et
al., 2012).

Em condic¢bes fisiolégicas, as proteinas RAS rapidamente hidrolisam o
GTP a GDP, tornando a quinase inativa. As mutacdes descritas nessa regiao,
normalmente, eliminam a atividade GTPase da proteina KRAS, tornando a
quinase constitutivamente ativa e oncogénica (Schubbert et al., 2007, Kislitsin
et al. 2002; Fernandez-Medarde & Santos, 2011).

Em geral, as mutac¢des RAS séo identificadas em 10-20% de carcinomas
papilares (variante folicular), 40-50% de carcinomas foliculares e 20-40% de
carcinomas poucos diferenciados (Capella 1991, Nikiforov, 2008). Elas est&o

presentes, principalmente, na porcéo catalitica da proteina KRAS (a exemplo
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das mutagcbes nos residuos G12, G13 e Q61) sendo importantes eventos
envolvidos no PTC. Por isso, o estudo dessas alteracbes ajuda a compreender
0s papéis criticos da proteina KRAS na patogénese do cancer de tireoide
(Vasko et al., 2004).

Além disso, as muta¢Bes pontuais nos genes RAS sdo mutuamente
exclusivas com outras mutagdes do cancer de tireoide, tais como rearranjos
BRAF/RET ou TRK em PTC. Nos carcinomas foliculares, as mutacdes RAS
sao mutuamente exclusivas com rearranjos PAX8-PPARG (Vasko et al., 2004).

No cancer de tireoide ja foram descritas um grande nimero de mutacdes
em todas as 3 isoformas dos genes RAS (HRAS, NRAS e KRAS). Uma
comparacao das mutacdes nos genes RAS revela alguns padrdes intrigantes,
pois no gene KRAS tipicamente a maioria das mutacgdes estd nos cédons 12 e
13, representando 96,3% das mutacbes detectadas (81,9 e 14,4%
respectivamente), enquanto que as mutagdes que afetam o cdédon 61
representam apenas 1,6%. No gene NRAS o padrao de distribuicdo é diferente,
com 60,9% das mutacdes ocorrendo no codon 61 e uma percentagem mais
baixa de mutagfes encontradas nos codons 12 (23,4%) e 13 (11,4%). O HRAS
tem um padrao intermediario de incidéncia entre 0 KRAS e NRAS (Prior et al.,
2012).

Em particular, o cancer de tireoide tem sido ligado a exposicdo a
radiacfes ionizantes, bem como a varios carcinégenos quimicos (Sipos &
Mazzaferri, 2010). Porém, a historia clinica do paciente com a mutacao p.D38E
nao revela exposicao a esses fatores de risco.

As caracteristicas clinicas do paciente foram semelhantes as de
pacientes previamente relatados com mutacdes no gene KRAS e os niveis de
TSH e T4 livre (0,8 mUI/L, 3,2 ng/dL) do paciente podem estar associados com
a resposta anormal da fisiologia da tireoide acometida pelo tumor. As mutacoes
RAS também tém sido associadas a doencas mais agressivas e metastases, o
que foi observado no paciente com a mutacdo p.D38E. (Garcia-Rostan et al.,
2003).
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7. Conclusao

O presente estudo apontou alta prevaléncia de mutacdo BRAFV600E em
pacientes com PTC em mossa amostra, também revelou associacdo positiva
entre a mutagdo BRAFV6E e as caracteristicas clinicopatolégicas de metastase
linfonodal e rouquiddo. Esses dados estdo de acordo com outros estudos
envolvendo amostras desse tipo tumoral em outras localidades.
Adicionalmente, a observacdo de uma nova mutacdo no gene K-RAS indica
gque o numero de alteracbes génicas envolvendo a via metabdlica MAPK
encontra-se ainda incompleto, fato que justifica a realizacdo de novos estudos
envolvendo o sequenciamento de genes dessa via. Os dados obtidos podem
ser utilizados para uma melhor avaliacdo pré-cirargica de tumores tireoidianos,
com o objetivo de aumentar a sensibilidade para a deteccéo do cancer e evitar

cirurgias desnecessarias de lesdes erroneamente identificadas como malignas.
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