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RESUMO

O estudo “AVALIACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA BRAFV600E EM
CARCINOMAS PAPILIFEROS DE TIREOIDE” foi realizado pela aluna Luiza Rosso da
Silva, estudante de Medicina da UFFS — campus Passo Fundo, sob orientagdo da Prof. Me.
Josiane Borges Stolfo, entre os anos de 2017 e 2019, na cidade de Passo Fundo e faz parte do
Trabalho de Conclusdo de Curso da graduacdo para obtencdo do titulo de bacharel em
Medicina. O intuito do trabalho é analisar a relagédo entre a expressédo da proteina BRAFV600E
e determinadas varidveis, em pacientes diagnosticados com carcinoma papilifero de tireoide,
para avaliacdo da correlacdo clinico-patoldgica entre elas. O estudo estd em conformidade com
0 Manual de Trabalhos Académicos da Universidade Federal da Fronteira Sul, 2° edigdo,
revisado e atualizado no ano de 2015. Este volume é composto por 3 capitulos: Projeto de
pesquisa, Relatério e Artigo cientifico. O primeiro foi desenvolvido na disciplina de Pesquisa
em Salde, no segundo semestre de 2017, e visa esclarecer o delineamento do estudo, assim
como os objetivos, hipoteses e a metodologia utilizada para chegar aos resultados. No Relatorio,
desenvolvido na disciplina TCC I, no segundo semestre de 2018, constam informacdes
importantes acerca do cronograma realizado e da logistica empregada, assim como as alteracdes
realizadas ao longo do estudo. No Artigo, desenvolvido na disciplina de TCC I, no primeiro
semestre de 2019, sdo apresentados os resultados da pesquisa e a discuss&o.

Palavras-chave: Neoplasias da glandula tireoide. Carcinoma papilifero de tireoide. Proteinas
proto-oncogénicas B-RAF.



ABSTRACT

The study “ANALYSIS OF THE BRAFV600E PROTEIN EXPRESSION IN THYROID
PAPILLARY CARCINOMAS” was carried out by the student Luiza Rosso da Silva, medicine
student at UFFS — Passo Fundo campus, under the guidance of Professor Josiane Borges Stolfo,
between 2017 and 2019 in Passo Fundo city. The study is part of the final thesis for obtaining
the title of Bachelor in medicine. The purpose of the study is to analyse the relation between
the expression of the BRAFV600E protein and certain variables in patients diagnosticated with
thyroid papillary carcinomas, analysing if there is any association between the patients and the
prognosis. This section is composed by 3 chapters: research project, report and scientific article.
The research project was carried at the discipline of TCC I, at the second semester of 2017,
aiming to clarify the study design, just as the objectives, hypotheses and the methodology used
to achieve the results. In the report, developed at the discipline of TCC | on the second semester
of 2018, is provided important information concerning the chronogram applied and the logistic
adopted, as well as the changes applied in the course of the study. The article elaborated in the
discipline of TCC Il, on the first semester of 2019, contains the results and the discussion.

Keywords: Thyroid Neoplasms. Papillary Thyroid Carcinoma. Proto-Oncogene Proteins B-raf.
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1 INTRODUCAO

O céancer de tireoide € a neoplasia maligna mais comum do sistema enddcrino e compoe
cerca de 1% de todos os canceres (FRASER et al., 2016). De acordo com o Instituto Nacional
do Céncer (INCA), a estimativa para 2016 foi de 5.870 casos novos para 0 sexo feminino e de
1.090 para o sexo masculino no Brasil, evidenciando um maior acometimento da populagédo
feminina, principalmente entre a faixa etaria dos 20 aos 50 anos. Ainda, segundo estimativas
do INCA, na regido Sul do pais cerca de 5,2 mulheres sdo afetadas a cada 100 mil. Os principais
tipos histologicos de carcinomas da tireoide sdo os carcinomas papiliferos, foliculares,
medulares e anaplasicos. Por variarem em relagdo a célula de origem e ao grau de diferenciacéo,

possuem diferentes manifestacdes e prognosticos.

O carcinoma papilifero da tireoide (CPT) é o tipo histolégico mais comum,
correspondendo a 85% dos casos (FAGIN; WELLS, 2016). Segundo Davies e Welch (2010),
possui uma evolugéo indolente, com uma sobrevida de 95% em 10 anos, consequéncia do lento
crescimento das células neoplésicas e do baixo potencial metastatico das mesmas. Nos ultimos
anos, houve um aumento de casos de canceres de tireoide, atribuido exclusivamente ao CPT.
Essa variacdo € resultado de um maior nimero de diagndsticos, o que ocorreu devido as técnicas
de imagem e de puncéo aspirativa por agulha fina (PAAF) (JIANG; CHU; ZHENG, 2015). Ha
estudos demonstrando que também houve um real aumento no nimero de casos, uma vez que,
além de ter sido identificado aumento nos casos de lesdes maiores e mais avangadas, as lesdes
menores também apresentaram pior evolugdo, demonstrando que mesmo 0s pacientes com
diagnostico e tratamento precoces tiveram sobrevida reduzida (DAVIES; WELCH, 2014;
VIGNERI et al., 2015). Assim, nota-se a ocorréncia de casos de neoplasias papiliferas
agressivas e com tendéncia a metastizar e recorrer. Esses eventos podem ser explicados pela
ocorréncia de mutagdes genéticas descobertas recentemente, as quais tém sido estudadas com
0 proposito de prever a evolucdo do quadro, para que tratamentos mais agressivos sejam
iniciados de forma precoce, se for necessario. A principal forma de rastrear nodulos de tireoide
é a PAAF e a partir dela, pode-se determinar se a tumoracao € maligna ou benigna. Entretanto,
em 10-30% dos casos, 0 resultado é indeterminado (JIANG; CHU; ZHENG, 2015), sendo
necessaria a avaliacdo anatomopatolégica do nddulo por resseccdo cirargica completa,
buscando critérios nucleares para o diagnostico de CPT ou a existéncia de invasao capsular ou
vascular, critérios importantes para o diagndstico de carcinomas foliculares. Com o intuito de

melhorar a acurécia da citopatologia, novos recursos estdo sendo estudados e entre eles estdo
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os biomarcadores (HAYES et al., 1996). Podem ser usados como um método nédo invasivo, para
diagnostico e acompanhamento da resposta ao tratamento, estimar o volume do tumor e indicar
prognostico da doenca. Nesse contexto, as mutacdes do gene BRAF (V-raf murine sarcoma

viral oncogene homolog B) tém grande importancia em relacdo a neoplasia em questéo.

O gene BRAF pertence a classe dos oncogenes e quando mutado, expressa proteinas
que ativam a via MAPK (Mitogen-activated protein kinase) continuadamente, estimulando de
forma desregulada o crescimento, divisdo e diferenciacdo celular, causando a neoplasia. A
principal mutacio ¢ a BRAFY®E a qual ocorre no cromossomo 7, onde ha a troca de um
aminoacido valina por um &cido glutdmico, no cédon 600, sintetizando uma proteina alterada
(XING, 2005). Segundo Nikiforova (2008), essa mutacdo compde de 25% a 85% das mutacdes
do BRAF, variando conforme a populac&o e o subtipo histoldgico. E encontrada em 32% a 73%
dos CPT e em alguns carcinomas anaplasicos derivados de CPT (ELMAGEED et al., 2016),
ndo sendo relatada nos outros tipos histologicos, nem nos tumores benignos ou tecido
tireoidiano saudavel, o que o caracteriza como um marcador diagnéstico quando encontrado
em amostras da glandula (XING et al., 2005). A importancia clinica dessa mutagdo tem sido
discutida nos ultimos anos e ainda ndo ha consenso sobre sua aplicacdo clinica. Com o
aprimoramento dos conhecimentos e das técnicas de identificacdo da proteina alterada,
atualmente ja existem evidéncias de que 0 BRAFV%E ¢ associado a um pior prognéstico para
a doenga e é relacionado a maiores indices de metéstases, de recorréncia ap0s tireoidectomia e
de resisténcia a radioiodoterapia (XING et al., 2005). Entretanto, alguns pesquisadores afirmam
a inexisténcia de tal associacdo e sugerem que a presenca da proteina BRAF600E pode ser
usada somente como preditora de oncogénese (ZHANG et al., 2016)". Existem diversos
métodos para detecgio da mutagdo BRAFV%E dentre eles, a imunohistoquimica (IHQ). Esse
foi o escolhido para realizacdo do presente trabalho, com o intuito de avaliar a expressao da
proteina de forma retrospectiva. A escolha do método deve-se a estudos que comprovaram sua

acuracia e suas altas taxas de sensibilidade e especificidade (ELMAGEED et al., 2016).

Desenvolver testes confiaveis que auxiliem em um estadiamento mais preciso
faz-se necessario, uma vez que, a partir desse, define-se o tratamento e a forma de
acompanhamento do paciente. Ao identificar o perfil da neoplasia, sabe-se qual é o seu
potencial, o que interfere diretamente na qualidade de vida e na sobrevida do paciente. Nesse
sentido, o estudo da relagdo entre a expressdo da proteina do BRAFV%E ¢ as caracteristicas
clinico-patologicas da neoplasia, pode estabelecer se sua presenca deve ou ndo ser considerada

e o quanto ela influencia no desfecho dos pacientes.
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1. PROJETO DE PESQUISA
2.1.1 RESUMO

O presente estudo é do tipo observacional transversal descritivo analitico e consiste na
avaliacdo da expressdo da proteina BRAFV600E em carcinomas papiliferos de tireoide, com o
intuito de relaciona-la aos dados clinico-patologicos do individuo. Serdo avaliadas amostras de
pacientes submetidos a resseccao parcial ou total de tireoide devido a presenca do CPT, entre
1° de janeiro de 2016 e 31 de dezembro de 2017, as quais serdo identificadas pelos
pesquisadores por um numero de registro. Essas, encontram-se armazenadas no biobanco de
um laboratorio no norte do Rio Grande do Sul, onde também sera realizada a coleta dos dados
dos pacientes, a partir do banco de dados da institui¢cdo. A determinacdo da expressdo proteica
ocorrera a partir de Imunohistoquimica, a partir da reagdo com os anticorpos monoclonais RM8
Rmab Biosb 0,1 mL. Os resultados serdo relacionados a idade e sexo do paciente, subtipo do
carcinoma, tamanho da lesdo priméria, multifocalidade, presenca ou ndo de extensdo
extratireoidiana, invasdo vascular ou linfatica e metastases linfonodais. Ao relacionar a
expressdo da proteina BRAFV600E a essas caracteristicas, sera verificado se a mesma associa-
se aquelas que, de acordo com a literatura revisada, sdo indicativas de pior prognostico. Se a
hipétese confirmar-se, o estudo contribuira para que a expressao da BRAFV600E seja utilizada
futuramente como forma de compor o perfil da neoplasia, 0 que auxilia na acuracia do
prognostico no momento do diagndéstico, implicando em condutas mais agressivas desde o
inicio do tratamento. Portanto, por tratar-se de uma neoplasia comum, com cerca de 7 mil casos
no Brasil em 2016, definir tais caracteristicas acerca da mesma é de grande importancia, tendo
em vista que contribuirdo para um manejo eficaz de inimeros pacientes durante o curso da

doenca.
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2.1.2. TEMA
Carcinomas papiliferos de tireoide.
2.1.3. PROBLEMA

E possivel analisar, usando marcadores moleculares, a relagio entre a expressio da

proteina BRAFY®%E ¢ as caracteristicas clinico-patoldgicas do carcinoma papilifero de tireoide?
2.1.4. HIPOTESES

A expressdo da proteina BRAFY®%E associa-se as caracteristicas clinico-patoldgicas

agressivas do carcinoma papilifero de tireoide.
2.1.5. OBJETIVOS
2.1.5.1 Objetivo Geral

Avaliar a expressdo da proteina BRAFV8%E em carcinomas papiliferos de tireoide e

relacionar com dados clinico-patologicos.
2.1.5.2 Objetivos Especificos

Analisar, a expressio do BRAFY®E  em carcinomas papiliferos de tireoide,
relacionando a idade, sexo, subtipo do carcinoma, tamanho da lesdo primaria, multifocalidade,
presenca ou ndo de extensdo extratireoidiana, invasdo vascular ou linfatica e metéstases

linfonodais.
2.1.6. JUSTIFICATIVA

O carcinoma papilifero é o tipo histolégico mais comum de carcinoma de tireoide,
representando de 60 a 80% dos casos, segundo a Sociedade Brasileira de Endocrinologia e
Metabologia. A incidéncia dessa neoplasia é alta e compde cerca de 5% dos canceres femininos,
sexo mais acometido pela doenca. Atualmente, estima-se que um em cada mil individuos sera
acometido durante sua vida e, apesar do nimero de casos ser alto, aproximadamente 7 mil casos
no Brasil, no ano de 2016, as taxas ainda estdo crescendo, tanto pelo melhora nas técnicas
diagnosticas, quanto por um aumento verdadeiro no niumero de acometimentos. O CPT €, de
modo geral, uma neoplasia indolente e apresenta taxas de sobrevida de 90% em 10 anos.

Entretanto, como ocorre também em outros tipos de cancer, essa neoplasia possui variantes
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agressivas, relacionadas a um pior prognastico para o paciente. Considerando a alta prevaléncia
dessa neoplasia, é necessario que haja recursos disponiveis para que seja avaliado, de forma
segura e precoce, o perfil da neoplasia do paciente, o que resulta em condutas médicas mais

eficazes.

Relacionar a presenca da proteina BRAFY%E 3 evolucdo da neoplasia, torna possivel
melhorar a acuracia do prognoéstico no momento do diagnéstico, o que possibilita iniciar um
tratamento mais agressivo antecipadamente, definir mais precisamente a extensao cirurgica e
como sera 0 acompanhamento do paciente, reduzindo as chances de que o tumor recorra ou

torne-se resistente a terapia posteriomente.
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2.1.7. REFERENCIAL TEORICO

O céncer de tireoide, principal neoplasia enddcrina, € a causa de 5-10% dos nddulos
dessa glandula (XING, 2005) e, com excessdo do tipo histolégico medular, que se desenvolve
a partir das células parafoliculares, é originado das células foliculares da tireoide. Dentre as
apresentacdes dos carcinomas tireoidianos, tem-se o papilifero como a principal, devido a sua
grande prevaléncia (FAGIN; WELLS, 2016). E assim chamado por possuir arquitetura papilar,
entretanto, hoje sabe-se que pode apresentar-se de outras formas, devido as suas variantes. O
CPT é pouco agressivo e tem altas taxas de cura, devido ao seu lento crescimento e baixa
tendéncia em metastizar (AMERICAN THYROID ASSOCIATION, 2009), entretanto, em

alguns casos, pode recorrer e tornar-se incuravel, levando o paciente a morte.

De acordo com o Instituto Nacional do Céancer (NIC) dos EUA (2017), a neoplasia
maligna de tireoide afeta principalmente mulheres jovens com histéria de bocio e historia
familiar de doencas da tireoide. Desordens genéticas, como neoplasias enddcrinas mdaltiplas,
descendéncia asiatica e a expressdo do gene RET também favorecem o desenvolvimento da
neoplasia. A exposicdo prévia a radiacdo ionizante, principalmente durante a infancia, é um
importante fator de risco para o CPT, visto que ap0s o acidente nuclear em Chernobyl e a
explosdo das bombas atdmicas em Hiroshima e Nagasaki, houve um significativo aumento na
incidéncia desse cancer. Nesse ambito, verificou-se que criangas submetidas a radioterapia na
cabeca ou pescogo sdo também mais suscetiveis (RABES et al., 2000). Ainda segundo o NIC,
o diagnostico é realizado a partir da historia e exame clinico do paciente, dos niveis séricos
hormonais, da PAAF, de exames de imagem, principalmente a ultrassonografia, e da avaliagdo
da peca ressecada, se necessario. No caso do CPT, o diagnostico pode ser realizado apenas pelo
exame citologico, através do material da PAAF. Nesse, alteracdes nucleares especificas dessa
neoplasia sdo encontradas: entalhe nuclear, nucleo opticamente vazio e pseudoinclusao nuclear,
além de outras caracteristicas, como o psamoma, que corroboram o diagndstico por serem mais

prevalentes nesse tipo histologico. Apos o resultado, pode-se, entdo, avaliar o estagio do tumor.

O estadiamento do cancer de tireoide leva em consideracdo inumeros fatores, os quais
serdo importantes para predizer a evolucdo do quadro e para direcionar a conduta medica,
evitando casos tumores recorrentes e refratarios ao tratamento. O progndéstico para o cancer
papilifero de tireoide tem como principal fator a idade. Segundo Sanders e Cady (1998), homens
com menos de 40 anos e mulheres com menos de 50, sem metastases, tém grandes chances de
uma boa evolugéo da patologia, assim como os individuos idosos com carcinomas papiliferos

menores de 5¢cm e sem invasao extratireoidiana. Além da idade e género, o tamanho do tumor
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primario, invasdo capsular, resseccao cirurgica completa, metéastases linfonodais e a distancia e
graduacdo do tumor (AMERICAN THYROID ASSOCIATION, 2015) também fazem parte do
estadiamento. Outros marcadores tém auxiliado na acuracia do progndstico para esse tipo de
neoplasia. O fator de crescimento endotelial vascular foi associado a recorréncia e a metastases
a distancia (LENNARD et al., 2001), e niveis séricos aumentados de tireoglobulina em
pacientes pos-cirargicos tém forte relacdo com recorréncia local (YANG et al., 2015). Em
relacdo as mutacdes génicas, sabe-se que sdo fundamentais, tanto para a oncogénese, quanto
para a evolucao neoplasica. Muitas ainda seguem inconclusivas quanto ao seu valor prognéstico
e algumas ja estdo estabelecidas, como € o caso da expressdo de p53, a qual, segundo Nishida
et al. (1996), marca uma neoplasia extremamente agressiva. Assim, percebe-se que além do
estadiamente comumente realizado, tem-se outros recursos para auxiliar no prognéstico. Nesse

contexto, o oncogene BRAF mostra-se importante.

As principais mutacfes encontradas no CPT alteram a via de sinalizacdo da proteina
quinase ativada por mitdgeno (MAPK) e da PI3BK-AKT. As mais comuns sdo o rearranjo de
RET/PTC e PAX8/PPARY e as mutag¢des pontuais no genes RAS e BRAF (COHEN etal., 2003;
TANG et al., 2010; NIKIFOROV, 2011). O gene BRAF faz parte da via RAS-RAF-MEK-
ERK/MAPK, que envia estimulos ao nucleo para iniciar a proliferacéo e diferenciacdo celular,
assim, quando essa esta mutada, participa da oncogénese tireoidiana. Esse oncogene é expresso
em 43%-88,3% dos carcinomas papiliferos (LUPI et al., 2007; ZHANG et al., 2016) e tem
como principal alteracdo a troca do aminoacido valina por acido glutdmico no cédon 600
(V600E). BRAFVS%E possui elevada atividade serina/treonina, o que mantém a via MAPK
constantemente ativada, aumentando a proliferacdo celular sem estimulo prévio, ou seja, a
célula passa a se reproduzir independentemente (DAVIES et al., 2002). Deve-se considerar,
entretanto, que a mutagdo BRAFV®®E nio ¢ capaz de causar uma neoplasia “por si s6”

necessitando de alteracfes genéticas e epigenéticas adicionais (SHIMAMURA et al., 2013).
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Figura 1: Via RAS-RAF-MEK-ERK/MAPK de sinalizacdo. Ativada por mitdgeno, em situagcGes normais.
TANG, K; LEE, C. BRAF Mutation in Papillary Thyroid Carcinoma: Pathogenic Role and Clinical Implications.
Journal of the Chinese Medical. v. 3, ed. 3, p. 113-2, 2010.

A maioria dos pesquisadores avaliaram a relacdo da expressdo da proteina BRAFY®9E
com o comportamento do carcinoma papilifero considerando aspectos como invasao
extratireoidiana, metastases linfonodais e a distancia e estagios avancados no TNM, uma vez
que esses representam tanto uma neoplasia agressiva, quanto um pior prognéstico para o
paciente. A partir de 2002, quando Davies et al. descreveram a mutagao, muitos estudos foram
realizados.

Xing et al. (2005), avaliou as caracteristicas clinico-patoldgicas do CPT inicial e o curso
clinico do mesmo por um periodo de 14 anos, encontrando relagio entre a BRAFV%E ¢ estagios
avancados do tumor, metéstases linfonodais e invasdo extratireoidiana. Também foi relatada
associacdo com maiores taxas de recorréncia, mesmo em tumores menores, € com
refratariedade do tumor recorrente a radioiodoterapia. Nesse estudo, a idade, género e
multifocalidade néo se relacionaram significativamente com a expressao da proteina. Lupi et
al. (2007) também ndo encontrou relacdo com género e idade nos 500 casos de CPT avaliados,
mas houve grande associagdo com invasdo extratireoidiana, multicentralidade, metéstases
linfonodais, tumores de maior tamanho e, principalmente, com tumores ndo encapsulados.
Como os tumores encapsulados tém melhor progndstico, ja que a recorréncia € mais comum
em neoplasias invasivas ndo encapsuladas do que nas encapsuladas (KAKUDO et al., 2004),
concluiu-se que o BRAFY5%%E ¢ associado a pior evolugdo da neoplasia papilifera.

Corroborando os achados acerca da associacdo positiva entre BRAFV%E e pior

prognostico, Xing et al. (2005) verificou que a proteina BRAFY®E tem sua prevaléncia
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aumentada de forma proporcional a agressividade das variantes. Sendo a variante de células
alta a que possui pior progndstico e mais taxas de BRAFY%E sequida do CPT cléssico e, ap0s,
a variante folicular. Essa evidéncia relaciona fortemente o oncogene a maior agressividade, ou
seja, & maior extensao extratireoidiana, metastases linfonodais, tumores em estagio lll e IV e a
recorréncia. Esse mesmo autor sugere que as discordancias acerca do assunto podem ocorrer
devido ao fato de que muitos estudos avaliaram pequenas amostras, nas quais prevaleciam
subtipos com pouca expressao da proteina, como é o caso da variante folicular. Trovisco et al.
(2005), também relacionou a expressdo desse gene a um pior prognostico, porém, conclui que
essa associacdo deve-se ao fato desse ser expresso em pacientes com caracteristicas clinicas
que ja compdem um carcinoma de alto risco, como idade avancada e tipo histoldgico
naturalmente agressivo, sugerindo que essa evolucao ruim deve-se ao fato de ele ser expresso
em neoplasias ja agressivas “por si s6”. Os autores também verificaram menores taxas de
multifocalidade do tumor nos casos de BRAF Y% positivo.

Em contraste com os estudos citados, Lin et al. (2016), avaliou 78 CPT classicos e
nenhuma relacao significativa foi observada entre a expresséo positiva ou negativa do gene e o
perfil do paciente, extensdo do tumor, multicentralidade, metastases e estagio clinico. No
mesmo ano, Zhang et al., constatou a presenca de BRAFY®%E em 88,3% dos 120 CPT avaliados
e nenhuma incidéncia do mesmo em tumores benignos. N&o houve relacdo entre as amostras
com BRAFV®%E positiva e idade, género, tamanho do tumor e metastases em linfonodos,
portanto, segundo tais autores, 0 gene ndo pode ser usado para prever 0 comportamento da
neoplasia, mas é parte do desenvolvimento da mesma.

Em relacdo aos microcarcinomas papiliferos de tireoide (MCPT), um estudo realizado
em 2015, por Lu et al. evidenciou que a mutacdo BRAFY®E presente em 54,6% deles, foi
associada a fatores que predizem pior progndstico, como invasdo capsular e tamanho maior do
que 5mm.

Quanto aos mecanismos pelos quais 0 gene atua, Xing et al. (2007) verificou que a
proteina, além de estimular uma via de sinalizacdo celular, também silencia vias de supresséo
tumoral, estimula fatores de angiogénese e diminui a afinidade do radioiodo pelo CPT, o que
foi relacionado a invaséo extratireoidiana e a tumores avangados, em estagio 3 e 4, fatores que
aumentam as chances de mortalidade pelo tumor. Segundo Riesco-Eizaguirre et al. (2006), a
associacdo com invasdo fora da glandula, estadgios avangados e recorréncia do tumor existe,
assim como h& maior frequéncia da mutacdo na variante células altas e em neoplasias menos
diferenciadas. Porém, ndo houve relagdo com idade, género e metéstases no periodo do

diagnostico. Esse mesmo trabalho demonstrou que 62% dos CPT refratarios a radioiodoterapia
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possuiam BRAFY®E Esse dado condiz com o fato de que os CPT com 0 oncogene possuem
menor expressdo da proteina que realiza o simporte de sédio-iodeto (SSI) para as células
foliculares, assim como menor expressao de tireoperoxidade, receptores de TSH (Thyroid
Stimulating Hormone), pendrina e tireoglobulina, necessarios para a entrada de iodo na tireoide.
Oler e Cerutti (2009) e Lin et al. (2016) tambem identificaram reducdo da expressdo de SSI em
tecidos neoplasicos que possuiam 0 oncogene em questdo. Sugere-se, portanto, que o
BRAFV®%E também prediz refratariedade a radioiodoterapia.

A PAAF também foi um método usado para avaliar essa relacdo. Xing et al. (2009)
testaram a mutagdo BRAFV%E em aspirados de CPT no pré-operatorio e verificaram a
existéncia de relacdo entre a positividade do teste e maior agressividade da neoplasia, propondo
gue a expressdo dessa proteina pode auxiliar na decisdo da extensdo cirurgica. De acordo com
as recomendacgOes atuais da American Thyroid Association, a presenga da expressdo de
BRAFV®E njo deve alterar o tratamento dos pacientes, porém, juntamente com outras
caracteristicas clinicas, auxilia a prever o prognostico dos mesmos.

Com o intuito de esclarecer as discordancias acerca do assunto, Liu, Tianwen e Zeming
(2016) realizam uma metanalise avaliando as literaturas publicadas entre 2003 e 2015. Os
resultados apontaram para uma relacdo entre a presenca do gene BRAFY®%E ¢ caracteristicas
clinicas mais agressivas, dentre elas, invasdo extratireoidiana, estagios avancados no TNM,
metéastases linfonodais e recorréncia. Apenas ndo houve relacdo com metastases a distancia. A
analise sistematica realizada por Zhang et al. (2016)", encontrou resultados semelhantes,
encontrando apenas casos raros de metastases a distancia e relacionando a Tireoidite de
Hashimoto (TH) ao BRAFY®%E de forma negativa, sendo a doenca considerada protetora para
essa mutacdo, mesmo sabendo-se que existem evidéncias de que a TH pode favorecer a
instalacdo do CPT, uma vez que a inflamacdo por ela causada danifica o nacleo da célula
folicular. A relacdo com género também foi positiva, sendo o feminino menos acometido por
essa mutacdo. De acordo com os estudos, pode-se, portanto, usar a expressio de BRAFV600E
para avaliar o risco do paciente e, se necessario, optar por uma estratégia terapéutica mais
agressiva para essas neoplasias.

E essencial salientar que o método usado para detecgdo pode interferir nos resultados,
0s quais podem ser diferentes para um mesmo paciente, dependendo da sensibilidade e
especificidade do mesmo. Kowalik et al. (2017), compararam a eficacia de trés métodos de
deteccdo da mutagio BRAFV®E: Sequenciamento de DNA (Sanguer), PCR de amplificacéo
especifica de alelos (ASA-PCR) e PCR quantitativa (PCRq), sendo o Gltimo o que mostrou
maiores taxas de deteccdo. Nos estudos de EImageed et al. (2016), a detecgédo por IHQ mostrou-
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se uma excelente alternativa, devido aos seus resultados serem muito semelhantes aqueles por
sequenciamento de DNA e por PCR, uma vez que possui 98% de sensibilidade e 97% de
especificidade. Segundo os autores, entre as vantagens da IHQ, estdo menor custo e facil
implantacdo da técnica em centros menores, pois hdo ha complexidade na interpretacdo do
exame, como é o caso do PCR, além de ndo necessitar de extracdo de DNA, o que € importante
guando avalia-se lesGes pequenas e a aspirado da PAAF.

Se comprovada a associagao entre a expressio da proteina BRAFV%°E ¢ a pior evolugdo
do carcinoma papilifero de tireoide, métodos como a IHQ podem ser usados na rotina
diagnostica futuramente, auxiliando no estadiamento da neoplasia para melhor manejo dos

pacientes.
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2.1.8. METODOLOGIA
2.1.8.1. Tipo de estudo

E um estudo quantitativo observacional do tipo transversal descritivo analitico.
2.1.8.2. Local e periodo de realizagao

O estudo sera realizado em um laboratério da regido norte do Rio Grande do Sul, entre
Agosto de 2018 e Julho de 2019.

2.1.8.3. Populacédo e amostragem

A populacdo do estudo sera constituida de pacientes com carcinoma papilifero de
tireoide. A amostra, ndo probabilistica, de conveniéncia, incluira pacientes submetidos a
resseccdo parcial ou total da glandula, entre 1 janeiro de 2016 e 31 de dezembro de 2017.

Estima-se a utilizacdo de, aproximadamente, 100 amostras.

Critérios de inclusdo: Ambos os sexos, qualquer idade, submetidos ao procedimento
referido no periodo delimitado, cujas amostras de tecido tumoral estejam armazenadas em

biobanco no laboratério citado.
Critérios de exclusdo: Pacientes com microcarcinomas papiliferos (tumores até 1 cm).
2.1.8.4. Variaveis e instrumentos de coleta de dados

Variavel dependente: Presenca ou auséncia de diagndstico de Carcinoma papilifero de

tireoide.

Variaveis independentes: ldade, sexo, subtipo do carcinoma, tamanho da lesdo
primaria, multifocalidade, presenca ou nao extensdo extratireoidiana, invasdo vascular ou

linfatica e metastases linfonodais.

Instrumentos de coleta de dados: Seré realizada a partir da base de dados de pesquisa
do laboratério citado, cujas amostras dos pacientes serdo identificadas por nimeros de registro.
Os dados coletados do programa serdo transcritos para um planilha (apéndice A) e
posteriomente armazenados em uma planilha eletrdnica, observando-se os critérios de inclusdo

e exclusao.
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2.1.8.5. Logistica

Quando a coleta de dados e a selecdo das amostras inclusas no estudo forem concluidas,
sera realizado o estudo imunohistoquimico para avaliacdo da expressdo da proteina do
BRAFV5%E com anticorpo monoclonal RM8 Rmab Biosh 0,1 mL. Para tanto seréo utilizados
cortes de 4 micra de tecido tumoral parafinado com anticorpo de revelagdo com cromédgeno
vermelho e contra coloracdo com Hematoxilina de Haris. O laboratério onde sera realizada a
imunohistoquimica localiza-se dentro do Instituto de Patologia de Passo Fundo, onde estdo as
amostras de tecido tumoral do biobanco. A imunohistoquimica sera realizada pela técnica em
quimica do laboratério, a qual ja realiza os procedimentos de rotina do local. E quem analisara
e interpretara as laminas de imunohistoquimica sera a médica especialista em patologia do
laboratorio, pesquisadora principal do presente estudo. A técnica em quimica ndo precisara de
remuneracdo para tal, devido ao fato de que o tempo destinado para a realizacdo do
procedimento em questdo serd o tempo excedente das atividades da mesma, dentro de sua carga
horéria padrdo, nao prejudicando de nenhuma maneira a realiza¢do das imunohistoquimicas de
rotina do laboratoério destinadas a diagndstico de pacientes. Serdo avaliados 0s casos quanto a
positividade ou ndo da expressao da proteina. Nos casos positivos, serd avaliada a intensidade

da reacdo e a porcentagem de células tumorais positivas.
2.1.8.6. Processamento, controle de qualidade e analise dos dados

A dupla digitacdo de dados sera feita em planilha eletronica e as analises estatisticas
serdo feitas no PSPP (distribuicdo livre), compreendendo distribuicdo de frequencias absoluta
e relativa e teste de qui-quadrado de Pearson, considerando-se nivel de significancia estatistica
de 95%.

2.1.8.7. Aspectos éticos

Este estudo sera realizado de acordo com a Resolugcdo n°466/2012 da Comissdo
Nacional de Etica e Pesquisa (CONEP). Sera submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com
seres humanos da Univerisidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), por meio do sistema
eletronico Plataforma Brasil. Para tanto, serd solicitada Ciéncia e Concordancia da instituicdo
onde sera realizada a coleta dos dados e a selecdo das amostras (Apéndice B). Considerando-se
que serdo utilizados dados cadastrais e amostras bioldgicas armazenadas em biobanco de
pacientes atendidos em periodo anterior a realizacdo do estudo, sem qualquer intervencao direta

nestes pacientes e que 0s mesmos ndo mantém atendimento regular na instituicao, dificultando
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0 contato com a equipe de pesquisa, solicita-se dispensa do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). Portanto, nos apéndices, encontra-se 0 Termo de Dispensa de TCLE
(apéndice C). Além deste, também sera assinado 0 Termo de Compromisso para uso de dados
em arquivo (Apéndice D). Segundo a PORTARIA N° 2.201, publicada pelo Ministério da
Saude, em 14 de setembro de 2011, que estabelece as Diretrizes Nacionais para Biorrepositério
e Biobanco de Material Biologico Humano com Finalidade de Pesquisa, conclui-se que o
biobanco utilizado para a realizacdo da pesquisa em questdo estd de acordo com as normativas
estabelecidas. As normativas relacionadas ao presente estudo estabelecem que o biobanco deve
adotar medidas de prevengdo que minimizem 0s riscos inerentes as atividades de pesquisa
(Art.10), sendo impedido de utilizar seus materiais para uso comercial (Art. 12) ou para
realizacdo de pesquisas que ndo tragam beneficios a sociedade (Art.13). Além de atentar e
seguir as normativas citadas, o estudo em questéo respeita o fato de que as amostras de biobanco
devem ser utilizadas primeiramente para fins de assisténcia a saude e apenas o material
excedente serd destinado a pesquisa (Art. 14). Por fim, e de acordo com o Art. 15, os materiais
do biobanco somente serdo utilizados para o estudo ap6s 0 mesmo ter sido devidamente
aprovado pelo CEP. O biobanco em questéo esta devidamente credenciado e funciona de acordo
com as normas do CEP/CONEP, sendo de responsabilidade da instituicdo participante, a qual

é uma sociedade simples limitada, em termos de natureza juridica.

Riscos: Existe o risco de identificacdo do paciente. Entretanto, visando minimizar esse risco,
0S nomes serdo substituidos por nimeros no momento da extracdo dos dados do sistema. Caso

a identificacdo ocorra, o estudo sera interrompido.

Beneficios: Devido a natureza do estudo, ndo existem beneficios diretos para os participantes.
No entanto, os mesmos serdo beneficiados de forma indireta, assim como toda a comunidade,
uma vez que a identificacdo da proteina presente nos casos de cancer de tireoide, bem como
fatores associados, podera contribuir com o tratamento de futuros pacientes acometidos, pois
esse sera realizado de forma mais especifica, 0 que aumenta o tempo de sobrevida e as chances
de cura. O estudo, ao ser finalizado, seré disponibilizado & instituicdo participante, via e-mail
ou impresso, como for preferido, para que a mesma tenha conhecimento dos resultados obtidos.
Portanto, a partir da analise dos dados, o estudo possibilitara que os pesquisadores e a instituicdo
estendam seus conhecimentos acerca do tema em questdo, com o intuito de melhorar o processo
de diagnostico e de progndstico dos pacientes, o que beneficia a todos, mesmo que

indiretamente.
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Os custos serdo totalmente arcados pela equipe de pesquisa responsavel pelo presente

estudo.
ESPECIFICACAO QUANTI | PRECO TOTAL

DADE UNITARIO

(R$)

1 DISPONIVEL NO LABORATORIO
Micrétomo 2 19.000,00 38.000,00
Processador automatico de tecidos 1 185.000,00 185.000,00
Estufa para processamento (parafina, cortes) 1 3.200,00 3.200,00
Estufa IHQ 1 1.280,00 1.280,00
Panela vapor 1 180,00 180,00
Banho-maria (IHQ) 1 1.739,10 1739,10
Banho-maria (histologico) 1 399,00 399,00
Geladeira 1 598,00 598,00
Camara Umida (IHQ) 4 99,00 396,00
Microscopio optico 3 15.000,00 45.000,00
Computador 2 1.900,00 3.800,00
Impressora 1 1.100,00 1.100,00
Pipetador de 1000uL 1 129,00 129,00
Pipetador de 100 pL 2 118,00 236,00
Pipetador de 50 pL 1 115,00 115,00
SUBTOTAL 229.857,10 281.172,10
1.2 MATERIAL DE CONSUMO
Solucdo de recuperacdo antigénica-Dako 1 933,30 933,30
(500 ml)
Caneta Easy Path 1 400,00 400,00
Kit DAB-Dako (110 ml) 1 520,00 520,00
Anticorpo monoclonal RM8 Rmab Biosb 1 R$ 4.014,00 4.014,00
0,1 mL
Silano (500 ml) 1 263,93 263,93
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Laminas histoldgicas 100 15,00 1500,00
Laminulas (caixas com 100) 15 63,00 945,00
Ponteiras (pacote com 1000 para 100pL) 8 49,00 392,00
Ponteiras (pacote com 1000 para 1000 pL) 1 100,00 100,00
PBS (ampola mistura para 1000 ml) 1 100,00 100,00
Formol (bombona 40L) 1 58,00 58,00
Alcool 99% (bombona 5L) 25 16,00 400,00
Xilol (frasco 1000 ml) 20 12,50 250,00
Parafina (pacote com 2kg) 20 14,00 280,00
Acentona P.A (frasco com 1000 ml) 8 38,00 304,00
Cassetes (pacote com 100 unidades) 5 63,00 315,00
SUBTOTAL R$ 4.415,50 R$10.775,23
TOTAL R$ 291.947,33

2.1.10 CRONOGRAMA

Este cronograma sera executado somente ap0s aprovacgédo do projeto pelo Sistema

CEP/CONEP.

ATIVIDADES

2017-2019

REVISAO

J

J

BIBLIOGRAFICA

18 |18

18

18

17

17

17

17

17

LEVANTAMENTO DE
DADOS DO
LABORATORIO

18

18

18

18

ESTUDO IMUNO-
HISTOQUIMICO

18

18

18

18

18

ENVIO DE RELATORIO 19
PARCIAL

ANALISE ESTATISTICA 19 | 19

19

ENVIO DE RELATORIO
FINAL

19

TRABALHO DE
CONCLUSAO DE CURSO

ELABORACAO DO 19

19

19

APRESENTACAO DO
TRABALHO DE
CONCLUSAO DE CURSO

19
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2.1.12 APENDICES
APENDICE A — Planilha de Transcricio

AVALIACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA BRAFV600E EM CARCINOMAS
PAPILIFEROS DE TIREOIDE

NOME DO COLETOR DOS DADOS:

N° DO REGISTRO:
IDADE: ( )<45anos( )>45anos SEXO:( ) FEMINNO ( ) MASCULINO

SUBTIPO: () CLASSICO ( )FOLICULAR () SOLIDA () ONCOCITICA ( )CELULAS
ALTAS ( )COLUNAR ( )CELULASCLARAS ( )ESCLEROSANTE DIFUSA

TAMANHO DA LESAO PRIMARIA: ( )<2cm ( )>2cm

MULTIFOCALIDADE: ( )PRESENTE ( )AUSENTE
EXTENSAO EXTRATIREOIDIANA: () PRESENTE ( )AUSENTE

INVASAO VASCULAR OU LINFATICA: () VASCULAR () LINFATICA( )AUSENTE
METASTASES LINFONODAIS: () PRESENTE () AUSENTE
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APENDICE B — Termo de autorizaco para uso de dados do biobanco do Instituto de Patologia
de Passo Fundo (SOCIEDADE SIMPLES LIMITADA).

O presente termo tem por objetivo a autorizagao para a utilizacdo de dados do biobanco
(tecido emblocado em parafina e cortes de tecido parafinado em laminas coradas em
Hematoxilina-Eosina) e ficha cadastral dos pacientes, provenientes do INSTITUTO DE
PATOLOGIA DE PASSO FUNDO - RS, para uso no trabalho de conclusédo de curso (TCC)
intitulado como “AVALIACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA BRAFV600E EM
CARCINOMAS PAPILIFEROS DE TIREOIDE” da faculdade de Medicina da Universidade
Federal da Fronteira Sul campus Passo Fundo — RS. O projeto sera realizado pela académica
Luiza Rosso da Silva, sob orientacdo da Prof? Josiane Borges Stolfo. Segundo a PORTARIA
N° 2.201, publicada pelo Ministério da Salde, em 14 de setembro de 2011, que estabelece as
Diretrizes Nacionais para Biorrepositorio e Biobanco de Material Biolégico Humano com
Finalidade de Pesquisa, conclui-se que o biobanco utilizado para a realizagdo da pesquisa em
questdo estd de acordo com as normativas estabelecidas. As normativas relacionadas ao
presente estudo estabelecem que o biobanco deve adotar medidas de prevencao que minimizem
0s riscos inerentes as atividades de pesquisa (Art.10), sendo impedido de utilizar seus materiais
para uso comercial (Art. 12) ou para realizacdo de pesquisas que ndo tragam beneficios a
sociedade (Art.13). Além de atentar e seguir as normativas citadas, o estudo em questao respeita
o fato de que as amostras de biobanco devem ser utilizadas primeiramente para fins de
assisténcia a saude e apenas o material excedente sera destinado a pesquisa (Art. 14). Por fim,
e de acordo com o Art. 15, os materiais do biobanco somente serdo utilizados para o estudo
apos o0 mesmo ter sido devidamente aprovado pelo CEP. O biobanco em questdo esta
devidamente credenciado e funciona de acordo com as normas do CEP/CONEP, sendo de
responsabilidade da Dr? Josiane Borges Stolfo.

Passo Fundo, junho de 2018

Instituto de Patologia de Passo Fundo — RS
Josiane Borges Stolfo — Responsavel Técnica

CRM 24911

Pesquisador Responsavel

Josiane Borges Stolfo
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APENDICE C — Solicitagio de Dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Comité de Etica em Pesquisa - CEP/UFFS
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

SOLICITACAO DE DISPENSA

AVALIACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA BRAFV600E EM CARCINOMAS
PAPILIFEROS DE TIREOIDE

Esta pesquisa sera desenvolvida por Luiza Rosso da Silva, discente de Graduagdo em
Medicina na Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), Campus Passo Fundo, sob

orientacdo da Prof? Me. Josiane Borges Stolfo.

O objetivo central do estudo ¢ avaliar a expressao da proteina BRAF®%E em carcinomas
papiliferos de tireoide e relacionar com dados clinico-patoldgicos. Esta pesquisa é justificada
pelo fato de o carcinoma papilifero de tireoide ser o tipo histol6gico mais comum de carcinoma
de tireoide, representando de 60 a 80% dos casos, segundo a Sociedade Brasileira de
Endocrinologia e Metabologia. A incidéncia dessa neoplasia € alta e compde cerca de 5% dos
canceres femininos, sexo mais acometido pela doenca. Atualmente, estima-se que um em cada
mil individuos sera acometido durante sua vida e, apesar do nimero de casos ser alto,
aproximadamente 7 mil casos no Brasil, no ano de 2016, as taxas ainda estao crescendo, tanto
pela melhora nas técnicas diagndsticas, quanto por um aumento verdadeiro no ndmero de
acometimentos. O CPT ¢, de modo geral, uma neoplasia indolente e apresenta taxas de
sobrevida de 90% em 10 anos. Entretanto, como ocorre também em outros tipos de cancer, essa
neoplasia possui variantes agressivas, relacionadas a um pior prognostico para o paciente.
Portanto, considerando a alta prevaléncia dessa neoplasia, é necessario que haja recursos
disponiveis para que seja avaliado, de forma segura e precoce, o perfil da neoplasia do paciente,
0 que resulta em condutas medicas mais eficazes. Relacionando a presenca da proteina
BRAFV®E 3 evolucio da neoplasia, torna-se possivel melhorar a acuracia do progndstico no
momento do diagnostico, possibilitando iniciar um tratamento mais agressivo antecipadamente,
definir mais precisamente a extensdo cirdrgica e como sera 0 acompanhamento do paciente
durante e depois da doenca, reduzindo as chances de que o tumor recorra ou torne-se resistente

a terapia posteriormente.
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Serdo incluidos no estudo pacientes com carcinoma papilifero de tireoide. A amostra,
ndo probabilistica, de conveniéncia, incluira pacientes submetidos a resseccéo parcial ou total
da glandula, entre 1 janeiro de 2016 e 31 de dezembro de 2017. Pacientes com microcarcinomas
papiliferos (tumores até 1 cm) serdo excluidos do estudo. A coleta dos dados seré realizada a
partir da base de dados de um laboratério da regido norte do Rio Grande do Sul e as variaveis
analisadas serdo: idade, sexo, subtipo do carcinoma, tamanho da lesdo primaria,
multifocalidade, presenca ou ndo extensdo extratireoidiana, invasdo vascular ou linfatica e

metastases linfonodais.

Serdo garantidas a confidencialidade e a privacidade das informacdes obtidas, uma vez
que, na rotina laboratorial, as amostras dos pacientes sdo identificadas com um ndmero de
registro, sendo 0 nome sempre poupado, 0 que garante o anonimato. Caso haja identificagdo do
sujeito, o estudo serd interrompido. Existe o risco de identificacdo do paciente, entretanto, esse
sera minimizado, pois o paciente serd identificado por um numero de registro desde 0 momento
da coleta dos dados. Devido & natureza do estudo, ndo existem beneficios diretos para o
participante. No entanto, a comunidade poder ser beneficiada de forma indireta, uma vez que,
a identificacdo da proteina presente nos casos de cancer de tireode, bem como fatores
associados, podera contribuir com o tratamento de futuros pacientes acometidos, pois esse sera

realizado de forma mais especifica, 0 que aumentara as chances de cura.

Este estudo sera realizado de acordo com a Resolugdo n°466/2012 da Comissdo
Nacional de Etica e Pesquisa (CONEP). Sera submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com
seres humanos da Univerisidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), por meio do sistema
eletrénico Plataforma Brasil. Para tanto, sera solicitada Ciéncia e Concordancia da institui¢éo
onde sera realizada a coleta dos dados e a selecdo das amostras. Considerando-se que serdo
utilizados dados cadastrais e amostras bioldgicas armazenadas em biobanco de pacientes
atendidos em periodo anterior a realizacdo do estudo, que esses ndo sofrerdo intervencdo direta
e que 0s mesmos nao mantém atendimento regular na instituicdo, dificultando o contato com a
equipe de pesquisa, solicita-se dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE).

Passo Fundo, dezembro de 2017.

Nome completo e legivel do pesquisador responsavel:
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APENDICE D — Termo de compromisso para uso de dados

AVALIACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA BRAFV600E EM CARCINOMAS
PAPILIFEROS DE TIREOIDE

O(s) pesquisador(es) do projeto acima identificado(s) assume(m) o compromisso de:

l. Preservar a identidade dos pacientes cujos dados serdo coletados;

. Assegurar que as informacdes serdo utilizadas Unica e exclusivamente para a execu¢do do
projeto em questao;

1. Assegurar que as informag6es somente serdo divulgadas de forma anénima, ndo sendo
utilizadas iniciais ou quaisquer outras indicagdes que possam identificar o sujeito da pesquisa.

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Passo Fundo, dezembro de 2017
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2.2 RELATORIO
2.2.1 APRESENTACAO

O relatorio tem como objetivo detalhar o projeto de pesquisa “Avaliagdo da expressao
da proteina BRAFV600E em carcinomas papiliferos de tircoide” para elucidar como se

desenvolveu o trabalho e quais alteragfes foram realizadas no decorrer do mesmo.
2.2.2 DESENVOLVIMENTO

O projeto de pesquisa foi desenvolvido no segundo semestre de 2017 e submetido para
avaliacdo e aprovacéo do Instituto de Patologia de Passo Fundo (IPPF), o qual emitiu um Termo
de Ciéncia e Concordancia. Em seguida, no dia 27/02/2018, foi submetido ao Comité de Etica
e Pesquisa da UFFS (Anexo A), retornando com pendéncias no dia 06/04/2018. As principais
pendéncias foram em relacdo a logistica do estudo e a realizacdo da imuno-histoquimica e foram
solicitadas informacdes adicionais sobre o laboratério de patologia, onde o trabalho seria
realizado. Foi submetido novamente em 26/04/2018 e nova pendéncia emitida em 16/05/2018.
O dltimo envio ocorreu no dia 13/06/2018, quando foi emitida aprovacéo (22/06/2018), descrita

no Anexo B.

2.2.2.1 LOGISTICA E COLETA DE DADOS

Na primeira semana de julho/2018, a planilha de transcricdo foi impressa, com cerca de
100 copias, e a coleta de dados iniciou-se em 19/07/2018, quando os casos de carcinoma
papilifero de tireoide foram selecionados. A selecdo foi realizada a partir do banco de dados do
laboratorio de patologia, pela busca do termo “carcinoma papilifero de tireoide”, filtrando 0s
resultados para as datas de 01/01/2016 e 31/12/2017. Os casos de microcarcinomas papiliferos
(< 1cm) foram excluidos. Durante a analise dos resultados, 54 casos de carcinomas papiliferos
de tireoide foram identificados e tiveram seus numeros de identificacdo transcritos para a
planilha, de modo a ocultar as informag6es pessoais do pacinete. Apds, foi localizado o laudo
histopatoldgico de cada um, onde estdo as informacGes necessarias para o preenchimento das
caracteristicas clinico-patoldgicas dos tumores. Durante a revisdo dos laudos, ainda foram
verificados 4 microcarcinomas, os quais foram excluidos do estudo. Portanto, 50 casos tiveram
suas caracteristicas transcritas para a planilha de transcri¢do para serem incluidos no estudo. A
planilha foi modificada durante a coleta, de acordo com as informagdes encontradas nos laudos
(Apéndice 1), sendo acrescentado o tipo de tireoidectomia, a lateralidade do tumor e a presenca

de patologias encontradas na glandula (tireoidite e bdcio multinodular), pois foi notada
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frequéncia elevada dessas condi¢des e considerou-se necessario descrevé-las. Além disso, a
nomenclatura “subtipo” foi corrigida para “variante”, uma vez que trata-se das diferentes
apresentacdes do subtipo papilifero. As demais variantes citadas na planilha foram agrupadas
como “outras”, devido ao pequeno nimero de casos. Também foi acrescentado a expressdo de

BRAFV600E, com intensidade e porcentagem celular de expresséo.

2.2.2.2 PERDAS E RECUSAS

No projeto inicial havia sido prevista amostra de 100 casos, no entanto, utilizando-se os
critérios de inclusdo, foram contabilizados 50. De modo a aumentar o grupo amostral, poderia-
se sugerir a coleta em um periodo maior, abrangendo pacientes desde 2015. Porém, a principal
variavel a ser estudada (expressdo da proteina BRAFV600E nas células tumorais) depende da
realizacdo de estudo imuno-histoquimico, o qual é realizado com um anticorpo que estava
disponivel em um volume suficiente apenas para a amostra coletada.

No decorrer do segundo semestre de 2018, os dados foram transcritos para planilha
eletronica e a caracterizagdo da amostra foi realizada. Com isso, foi notada prevaléncia
expressiva de CPT cléssicos e essa variavel foi retirada da analise estatistica para que ndo
causasse confusao na interpretacdo dos dados. Essa informacéo ndo interfere na relevancia do
trabalho, uma vez que a relacdo entre a variante e a presenca da mutacao ja esta definida pela
literatura. Portanto, os dados relacionados ao subtipo, tipo de tireoidectomia e doencas
associadas presentes no laudo foram apenas descritos e ndo analisados estatisticamente.

A THQ, que seria realizada também no segundo semestre de 2018, foi adiada para 0s
meses seguintes, para que nao interferir na rotina de trabalho do laboratorio, visto que os
procedimentos do estudo necessitaram de profissionais capaacitados. Em abril de 2019, as
laminas do material a ser analisado para presenca da proteina foram selecionadas, entretanto,
apenas 39 dos 50 CPT possuiam amostras de tireoidectomia armazenadas no biobanco do
laboratorio. No més de maio a IHQ foi finalizada. Apds, as 39 amostras foram interpretadas no
laboratorio da instituicdo pela Prof. Josiane Borges, orientadora do presente estudo e médica
patologista do IPPF.

O artigo elaborado a partir do projeto de pesquisa foi estruturado de acordo com as
normas da revista a qual sera submetido, o Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina

Laboratorial.
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2.2.3 CONCLUSAO

A aprovacdo do projeto de pesquisa pelo CEP ocorreu em junho de 2018 e durante o
segundo semestre desse ano e o primeiro semestre de 2019, a coleta e analise de dados foram
realizadas. Houve perda de 11 casos ao longo do estudo, por ndo atenderem aos critérios de
inclusao, resultando em uma amostra de 39 CPT. A IHQ e a analise de dados foram realizadas
sem intercorréncias e foram muito importantes para ampliacdo dos conhecimentos académicos

e cientificos dos pesquisadores.



ANEXO A — Comprovante de envio do projeto de pesquisa ao CEP.

))_) UNIVERSIDADE FEDERAL DA Plataforma
OFEs FRONTEIRA SUL - UFFS %lo.rl

COMPROVANTE DE ENVIO DO PROJETO

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIA(;JE\O DA EXPRESSAO DA PROTEINA BRAFVG00E EM CARCINOMAS
PAPILIFEROS DE TIREQIDE

Pesquisador: JOSIANE BORGES STOLFO

Versao: 3

CAAE: 84551418.2.0000.5564

Instituigédo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL - UFFS

DADOS DO COMPROVANTE

Numero do Comprovante: 018241/2018

Patrocionador Principal: Financiamento Proprio

Informamos que o projeto AVALIACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA BRAFV600E EM
CARCINOMAS PAPILIFEROS DE TIREOIDE que tem como pesquisador responsavel JOSIANE
BORGES STOLFO, foi recebido para analise ética no CEP Universidade Federal da Fronteira Sul - UFFS
em 07/03/2018 as 11:23.
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ANEXO B — Parecer de aprovacgéo pelo CEP.

)) UNINERSIDADE FEDERAL DA
FRONTEIRA SUL - UFFS

UFFS

L2

PARECER CONSUBSTANCIADO DOQ CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: A‘JALIP.{;.E«.D DA EXPRESSAD DA PROTEINA BRAFVEODE EM CARCINOMAS

PAPILIFEROS DE TIREQIDE
Pesquisador: JOSIAME BORGES STOLFO
Area Tematica:
Versdo: 3
CAAE: 84551418.2.0000.5564

Instituigio Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL - UFFS

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
DADOS DO PARECER

Hiamero do Parecer: 2.731.524

Aprezentagio do Projeto:

Ja apresentado no parecer anterior.

Objetivo da Pesquiza:

Ja aprezentado no parscer anterior.

Avaliagdo dos Riscos & Beneficios:
Ja aprezentado no parecer anterior.

Comentarios & Consideragies sobre a Pesquisa:

A pesquisadora atendeu todas as pendéncias indicadas pelo CEP.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

A pesquisadora atendeu todas as pendéncias indicadas pelo CEP.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Mao ha impedimentos &ticos ao desenvolvimento do estudo.

Congideragtes Finais a critério do CEP:
Prezado (a) Pesquisador(a)

A partir desse momento o CEP passa a ser commesponsdvel, em termos &ticos, do seu projeto de pesquisa —

vide artige ¥.3.9. da Resclugdo 466 de 12/12/2012.

Fique atento(a) para as suas obrigagdes junto a este CEP ao longo da realizagéio da sua pesquisa.



Coninuago oo Parecer 2.731.524

Tenha em mente a Resolugdo CNS 466 de 121122012, a Norma Operacional CMS 001/2013 e o Capitulo 11l
da Resolugio CNS 251/1997. A pagina do CEP/UFFS apresenta alguns pontos no documento “Deveres do
Pesquisador”.

Lembre-se gue:

1. Mo prazo maximo de 6 meses, a contar da emissdo deste parecer consubstanciado, devera ser enviado
um relatorio parcial a este CEP (via NDTIFICA'@,&D, na Plataforma Brasil) referindo em que fase do projeto a
pesquisa se encontra. Veja modelo na pagina do CERP/UFFS. Um novo relatario parcial devera ser enviado
a cada 6 meses, até que seja enviado o relatorio final.

2. Qualquer alteragdo que ocorra no decorrer da execugdo do seu projeto e gue néo tenha sido prevista
deve ser imediatamente comunicada ao CEP por meio de EMENDA, na Plataforma Brasil. O néo
cumprimento desta determinagdo acarretara na suspensao ética do seu projeto.

3. Ao final da pesquisa devera ser encaminhado o relatorio final por meio de NC}TIFICA{;ﬂD, na Plataforma
Brasil. Devera ser anexado comprovagdo de publicizagdo dos resultados. Veja modelo na pagina do
CEP/UFFS.

Em cazo de ddvida:

Contate o CEPMUFFS: (49) 2049-3745 (8:00 s 12:00 e 14:00 as 17:00) ou cep.uffs@uffs edu br;

Contate a Plataforma Brasil pelo telefone 136, opgéio 8 e opglo 9, solicitando ao atendente suporte
Plataforma Brasil das 08h as 20h, de segunda a sexta;

Contate a “central de suporte® da Plataforma Brasil, clicando no icone no canto superior direito da pagina
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APENDICE 1 — Planilha de transcricdo para coletas de dados modificada

PLANILHA DE TRANSCRICAO PARA COLETA DE DADOS
“AVALIACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA BRAFV600E”

DATA: B
CODIGO DE IDENTIFICACAO:

IDADE:
(1) <45 anos
(2) > 45 anos

SEXO:
(1) FEMININO
(2) MASCULINO

VARIANTE:
(1) CLASSICO
(2) FOLICULAR
(3) OUTROS

TAMANHO DA LESAO PRIMARIA:
(1)<2cm
(2)>2cm

MULTIFOCALIDADE:
(1) PRESENTE
(2) AUSENTE

EXTENSAO EXTRATIREOIDIANA:
(1) PRESENTE
(2) AUSENTE

INVASAO VASCULAR OU LINFATICA:
(1) VASCULAR
(2) LINFATICA
(3) AUSENTE
(4) VASCULAR E LINFATICA

METASTASES LINFONODAIS:
(1) PRESENTE
(2) AUSENTE
(3) NAO AVALIADO

LOBO ACOMETIDO:
(1) UNILOBAR
(2) MULTILOBAR
(3) NAO AVALIADO

TIREOIDECTOMIA:
(1) TOTAL
(2) PARCIAL

TIREOIDITE/BOCIO ASSOCIADOS:
(1) PRESENTE
(2) AUSENTE

PRESENCA DA PROTEINA BRAFV600E:
(1) SIM
(2) NAO

INTENSIDADE:
(1) FORTE
(2) MODERADA
(3) FRACA

PORCENTAGEM DA EXPRESSAO DE BRAFV600E:
(1) HIPEREXPRESSAO (> 50 % DAS CELULAS)
(2) EXPRESSAO (< 50% DAS CELULAS)
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3 ARTIGO

AVALIACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA BRAFV600E EM CARCINOMAS
PAPILIFEROS DE TIREOIDE

Luiza R. da Silva 1, Josiane B. Stolfo 2

Discente do curso de Medicina da Universidade Federal da Fronteira Sul — Passo Fundo.

2. Meédica Patologista pelo Instituto de Patologia de Passo Fundo, docente do curso de Medicina da
Universidade Federal da Fronteira Sul — Passo Fundo, Mestre em Bioexperimentacdo pela
Universidade de Passo Fundo.

Lo

RESUMO

Introducdo: O carcinoma papilifero de tireoide (CPT) € o subtipo histolégico mais comum de
todas as neoplasias dessa glandula. Possui uma evolugéo indolente na maioria dos casos,
entretanto, alguns ainda cursam com progndstico reservado, de acordo com suas caracteristicas
clinico-patologicas. Entre elas, a expressao da proteina BRAFV600E esti em estudo, devido ao
seu possivel valor no prognostico dos pacientes. Objetivos: Avaliar a expressao imuno-
histoquimica da proteina BRAFV600E nos CPT e relacionar com as caracteristicas clinico-
patoldgicas. Materiais e Métodos: Foram selecionados casos de CPT >1cm de pacientes que
possuiam amostas de tireoidectomia no biobanco do laboratério de patologia. Esses foram
avaliados quanto a expressao da proteina BRAFV600E, pelo método imuno-histoquimico, e
quanto as suas caracteristicas clinico-patoldgicas. As variaveis descritas e relacionadas a
expressdao da proteina BRAFV600E foram a idade, sexo, lateralidade, tamanho,
multifocalidade, extenséo extratireoidiana, metastases linfonodais e invaséo linfovascular.
Intensidade e percentual de células com expressdo também foram analisadas. Resultados: A
prevaléncia da mutagdo BRAFV600E foi detectada em 26 (66,7%) dos 39 casos, sendo a
maioria de intensidade moderada (12/26, 46%) e de expressao em < 50% das células tumorais
(18/26, 70%). N&o houve associacdo entre a expressao da proteina e as caracteristicas clinico-
patolégicas do CPT. A intensidade e a porcentagem de células mutadas também nédo possuiram
significancia estatistica. Conclusdo: Foi encontrada grande prevaléncia da expressdo da
proteina BRAFV600E nos CPT, entretanto, no presente estudo, sua positividade ndo foi
associada as caracteristicas clinico-patologicas que predizem agressividade do tumor, nao
sendo possivel afirmar que possua valor progndstico.

Palavras-chave: Neoplasias da glandula tireoide. Carcinoma papilifero de tireoide. Proteinas
proto-oncogénicas B-raf.
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INTRODUCAO

O cancer de tireoide é a principal neoplasia enddcrina, sendo a causa de 5-10% dos
nodulos dessa glandula (1) e, com excessdo do tipo histologico medular, € originado das células
foliculares da tireoide. De acordo com dados de 2018, apresentados pela International Agency
for Research on Cancer (IARC) e pelo Instituto Nacional do Cancer no Brasil (INCA), o CT é
0 décimo cancer mais frequente na populacdo mundial e, considerando apenas o sexo feminino
entre 0s 20 e 59 anos, a neoplasia ocupa o terceiro lugar no Brasil, atrds apenas dos canceres de
mama e de colo de utero (2,3). No pais, estima-se que em 2019 serdo documentados em torno

de 1 caso a cada 100.000 homens e 7,5 casos a cada 100.000 mulheres.

O CT apresenta-se, em 50 - 85% dos casos (3,4), como carcinoma papilifero de tireoide.
Os demais subtipos sdo menos comuns e com caracteristicas bioldgicas distintas, sendo eles:
folicular, oncocitico, medular, carcinoma pouco diferenciado e indiferenciado (5). O subtipo
papilifero foi assim denominado por possuir arquitetura papilar, como visto na histologia da
variante classica, a mais prevalente dentre os CPT. Entretanto, hoje sabe-se que pode
apresentar-se de outras formas, como nas variantes foliculares, células altas, colunares, hobnail
(em tacha), trabecular e cribiforme (5). A suspeita diagndstica é realizada atraves da historia
clinica do paciente e da ultrassonografia, e confirmada por meio da analise citopatoldgica
proveninente da puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF) e do exame histopatologico do
espécime cirurgico, que considera alteracdes celulares caracteristicas do CPT, como o

entalhe/fenda nuclear, ndcleo opticamente vazio e a pseudoinclusdo nuclear (5).

A sobrevida dos pacientes com CT ¢ alta, chegando a 90% em 10 anos e sendo melhor
em pacientes do sexo feminino, com menos de 45 anos e com tumores de menor tamanho
(3,6,7). Entretanto, para aqueles com caracteristicas desfavoraveis, como idade avancada e
tumores biologicamente agressivos, a chance de recorréncia apos tireoidectomia e terapia com
iodo radioativo é maior (6), chegando a 5 — 20% em alguns casos, além de que até 15% deles
podem apresentar metastases a distancia (7). Devido a esses desfechos, inimeros estudos vem
sendo publicados com o intuito de esclarecer quais caracteristicas clinico-patoldgicas realmente
influem na agressividade da neoplasia, uma vez que ainda existem dados controversos em
relacdo a quais fatores devem ser considerados na avaliacdo progndstica e na escolha
terapéutica (8). Nesse contexto, os biomarcadores surgem como importante ferramenta,
destacando-se, entre eles, o BRAFV600E.
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O gene BRAF é um proto-oncogene que codifica a proteina B-raf, a qual, associada as
enzimas Ras, MEK e ERK forma a cascata de proteinas quinases ativadas por mitdgeno
(MAPK), uma das vias mais importantes de sinalizagéo celular. A principal mutacao desse gene
é a V600E, provocada pela substituicdo de valina por &cido glutdmico na posi¢do 600 da
proteina, causando proliferacdo celular independente de estimulos extracelulares, o que pode
ocasionar uma neoplasia, se somado a outras alteracGes genéticas e epigenéticas (9-11). A
mutacdo BRAFV600E esta presente em 43 — 88% dos CPT e os estudos tentam estabelecer se
hé relacdo entre a mesma e as caracteristicas clinico-patoldgicas do CPT, principalmente
aquelas associadas a pior evolucédo (12,13). Além disso, alguns autores também sugerem que a
presenca do gene BRAFV600E possa ter valor diagnostico e influéncia no seguimento dos

pacientes apds tratamento (14,15).
OBJETIVOS:

Avaliar a expressdo da proteina BRAFV600E pelo método imuno-histoquimico em
carcinomas papiliferos de tireoide e relacionar com dados clinico-patologicos, como idade,
sexo, tamanho, multifocalidade, extensdo extratireoidiana, metastases linfonodais e invasao

linfovascular.

MATERIAL E METODOS:

Estudo transversal, realizado com aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal da Fronteira Sul (CEP-UFFS), Rio Grande do Sul, Brasil, sob o nimero:
84551418.2.0000.5564.

A amostra foi composta pelos pacientes diagnosticados com carcinoma papilifero de
tireoide entre 1° de janeiro de 2016 e 31 de dezembro de 2017 que possuiam amostras de
tireoidectomia total ou parcial armazenadas no biobanco de um laboratério de patologia do
norte do estado do RS. Foram excluidos os casos de microcarcinomas papiliferos (tumores < 1
cm). As amostras foram fixadas em formalina tamponada a 10% e emblocadas em parafina para
a realizacdo de imuno-histoquimica (IHQ). Foram selecionados os blocos de parafina das
seccoes de Hematoxilina e Eosina (H&E), previamente analisadas, em cortes de 3pum, sendo
utilizado o anticorpo monoclonal RM8 Rmab Biosb 0,1 mL. As amostras foram incubadas
“overnight” com o anticorpo diluido (1:150) em solucdo de Citrato pH 6,0, em temperatura
ambiente, sendo amplificadas pelo método polimero, reveladas com cromdgeno

diaminobenzidina (DAB) e contracoradas com a Hematoxilina de Harris (HH).
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A anélise da detecgdo da proteina BRAF foi feita pela contagem das células tumorais
(CT) com marcacdo citoplasmatica. A porcentagem de CT positivas para a marcacdo de
BRAFV600E foi realizada em campos microscopicos, em laminas de 3 a 5 mm, com aumento
de 400 X, sob microscopia 6ptica de luz. A contagem, sempre que possivel, foi feita em trés
campos e somente a marcacgéo citoplasmaética das células tumorais foi considerada. A marcacéao
de células estromais e inflamatorias foi desconsiderada. As amostras positivas para a expressao
da proteina BRAFV600E foram divididas a partir do percentual das CT marcadas por IHQ,
sendo considerada como expressdo (até 50% das CT) ou hiperexpressdo (> 50%). Também
foram categorizadas em relacdo a intensidade, de acordo com a objetiva na qual eram
primeiramente visualizadas, podendo ser fraca (400x), moderada (100x) e forte (40x).

As variaveis clinico-patoldgicas analisadas, coletadas a partir da base de dados do
laboratério, foram idade, sexo, lateralidade (lobo acometido), multifocalidade, presenca de
invasdo linfovascular (ILV), extensdo extratireoidiana (EET) e presenca de metastases
linfonodais (MTL). O subtipo do CPT, assim como a presenca de tireoidite e/ou bdcio
multinodular, foram apenas descritas. A escolha das varidveis foi baseada no “Protocolo para
exame de amostras de pacientes com carcinoma de tiredide”, publicado pelo Colégio
Americano de Patologistas (5).

A analise estatistica foi realizada com o pacote SPSS 2.0, avaliando-se as frequéncias
absolutas e relativas das caracteristicas clinico-patoldgicas do CPT. A relacdo entre essas e a
expressao da proteina BRAFV600E foi calculada a partir do Teste de Fisher. O Teste de qui-
quadrado de Pearson foi utilizado para relacionar as variaveis clinico-patolégicas do tumor com
a porcentagem de expressdo e com sua intensidade. Valor de p < 0,05 foi considerado como

estatisticamente significativo.
RESULTADOS:

Foram selecionados 39 casos para o0 estudo. As caracteristicas clinicas e patologicas dos
mesmos sdo apresentadas na Tabela 1, sendo 38 das amostras provenientes de tireoidectomia
total e apenas 1 de tireoidectomia parcial. A média de idade dos pacientes acometidos foi de 47
anos (mediana de 48 anos e DP + 12,7) e as idades minima e maxima foram de 15 e 69 anos,
respectivamente. Notou-se predominio de pacientes do sexo feminino (89%) e de idade > 45
anos (61%). Como esperado, a variante classica foi encontrada na maioria das amostras
(79,4%), sendo que em apenas 8 foram descritas outras variantes, principalmente a folicular
(18%). A maioria das lesGes possuia < 2 cm ao diagnostico (59%), ndo eram multifocais (61%)

e ndo apresentavam extensdo extratireoidiana (51%). Um total de 67% dos casos estavam
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confinados a apenas um lobo ou ao istmo. Em 46% dos casos foram documentadas invaséo
vascular e/ou linfatica, sendo a linfatica presente em 83% dos mesmos. Linfadenectomia para
avaliacdo de metastases foi realizada em 26 das amostras e em 8 (30%) foi constatada metastase
linfonodal. Havia evidéncia de tireoidite e/ou bocio multinodular em 61,5%.

Entre os 39 casos de CPT avaliados, 26 (66,7%) expressavam a proteina BRAFV600E

(Figura 1). Esses resultados foram relacionados com as caracteristicas do tumor, como

FIGURA 1. Arquivo proprio. As fotos demonstram CPT, apds estudo imuno-histoquimico, em
aumento de 100x (A e B) e 400x (C, D e E). A imagem A demonstra CPT sem expressdao da
proteina BRAFV600E. Nas demais imagens, nota-se presen¢a de expressao de intensidade fraca
(C), moderada (D) e forte (B e E), por meio da marcacao de coloragdo marrom no citoplasma
da célula. As setas indicam os nucleos opticamente vazios € a ponta de seta indica entalhe
nuclear, caracteristicas tipicas do CPT, evidenciando que a expressdo ocorre em tecido

neoplasico.
Dentre os casos positivos, 69% ocorreram em pacientes com idade > 45 anos (média de

49 anos), uma proporcao maior do que naqueles com expresséo de BRAFV600E negativa (46%;
média de 42 anos), entretanto, ndo houve significancia ao realizar a andlise estatistica (p =
0,165). Todos os casos do sexo masculino expressaram a proteina, assim como 62% dos
femininos (p = 0,281). Nao houve diferenca significativa entre o tamanho dos tumores positivos

e negativos para BRAFV600E (p > 0,99). Dos 26 casos avaliados para MTL, 15 possuiam a
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proteina BRAFV600E positiva e, dentre esses, apenas 4 (26%) evidenciaram neoplasia

metastatica, o que néo foi significativo para correlacdo entre as variaveis (p = 0,708).

TABELA 1. Caracterizacdo de uma amostra de pacientes diagnosticados com
carcinoma papilifero de tireoide, em laboratério de patologia do norte do
estado do RS, entre o periodo de janeiro de 2016 e dezembro de 2017 (n = 39).

Caracteristicas n (%)
Idade
> 45 anos 24 (61,5)
<45 anos 15 (38,5)
Sexo
Masculino 4 (10,3)
Feminino 35(89,7)
Subtipo
Cléassico 31 (79,4)
Folicular 7 (18)
Outros 1(2,5)
Tamanho da lesdo priméria
>2cm 16 (41)
<2cm 23 (59)
Multifocalidade
Presente 15 (38,5)
Ausente 24 (61,5)
Extenséo extratireoidiana
Presente 19 (48,7)
Ausente 20 (51,3)
Invasdo vascular e/ou linfatica
Presente 18 (46,1)
Vascular 3(7,7)
Linfatica 9(23,1)
Vascular e linfatica 6 (15,4)
Ausente 21 (53,8)
Acometimento lobar, n°/n total
Unilobares 25/36 (69,4)
Multilobares 11/36 (30,6)
Presenca de Tireoidite de 24 (61,5)
Hashimoto/Bocio Multinodular, n (%)
Metéstases linfonodais, n°/n total (%)
Presente 8/26 (30)
Ausente 18/26 (70)
Expressdo de BRAF, n (%)
Presente 26 (66,7)
Ausente 13 (33,3)
Intensidade de expressao, n°/n total (%)
Forte 9/26 (34,6)
Moderada 12/26 (46,1)
Fraca 5/26 (19,2)
Porcentagem de expressdo, n°/n total (%)
Hiperexpressdo (> 50 % das células) 8/26 (30)

Expressdo (< 50% das células)

18/26 (70)
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Lateralidade, ETE e ILV também ndo obtiveram significancia estatistica e nota-se que,
dos 26 casos positivos para a proteina, metade possuia EET. Curiosamente, dentre os 7 CPT
com variante folicular, 4 deles expressaram 0 BRAFV600E. Além das variantes citadas, um
tumor possuia variante oncocitica, hiperexpressando a proteina, com intensidade forte e

presenca de EET, porém sem evidéncia de MTL ou ILV.

TABELA 2. Relacdo entre a expressdo da proteina BRAFV600E e as variaveis clinico-
patoldgicas dos 39 CPT.
BRAF V600E BRAF V600E Valor de

Caracteristicas (+) ) p
n=26 n=13

Idade > 45 anos, n° (%) 18 (69,2) 6 (46,2) 0,165
Sexo feminino, n° (%) 22 (84,6) 13 (100) 0,281
Tamanho da lesdo primaria > 2 cm, n° (%) 11 (42,3) 5 (38,5) > 0,99
Lesdes multilobares, n°/n total (%) 8/23 (34,8) 3/13 (23,1) 0,708
Metastase linfonodal, n°/n total (%) 4/15 (26,7) 4/11 (36,4) 0,683
Multifocalidade, n° (%) 9 (34,6) 6 (46,2) 0,508
Extensdo extratireoidiana, n° (%) 13 (50) 6 (46,2) > 0,99
Invasdo vascular e/ou linfética, n°® (%) 13 (50) 5(38,5) 0,734

Ao analisar os tumores com expressao da proteina BRAFV600E para porcentagem e
intensidade de expressdo, nota-se predominio de intensidade moderada (12/26, 46%) e de
expressdao em menos de 50% das células tumorais (18/26; 70%). Dentre os 8 casos de
hiperexpressdo de BRAV600E, a maioria teve idade > 45 anos, era do sexo feminino e possuia
presenca de EET. Apenas 1 caso possuia MTL, 3 eram > 2 cm e metade apresentou

multifocalidade, ILV e acometimento multilobar (Tabela 3). No entanto, ndo houve associacdo
significante entre essas variaveis e as caracteristicas clinico-patolégicas dos tumores.
TABELA 3. Relagio entre intensidade e porcentagem de expressio da proteina BRAFV600E com as variaveis clinico-

patologicas dos 39 carcinomas papiliferos de tireoide.
Intensidade Intensidade Intensidade Valor Hiperexpressio Expressiode Valor de

Caracteristicas forte moderada fraca dep de BRAFVO60)E BRAFV600E p
n=9 n=12 n=>5 n=3§ n=18
Idade > 45 anos (%) 6 (66,7) 10 (83.3) 2 (40) 0.207 6(75) 12 (66.,7) 0,671
Sexo feminino (%) 8 (89) 11(91.7) 3 (60) 0.233 7(87.5) 15(83.3) 0,786
Tamanho da lesdio priméria = 2em (%) 3 (33,3) 4(33.3) 4(80) 0,165 3(37.5) §(44.4) 0,741
Lesdes multilobares (%) 4(50) 3(30) 1(20) 0.497 4(57.1) 4(25) 0,136
Metéstase linfonodal (%) 2(33.3) 1(16,7) 1(33,3) 0,774 1(33.3) 3(25) 0,770
Multifocalidade (%0) 4(44,4) 4(33.3) 1(20) 0,649 4(50) 5(27.8) 0,272
Extensdo extratireoidiana (%) 6(66,7) 6 (50) 1(20) 0,247 5(62.5) 8(44.4) 0,395

Invasdo vascular efou linfatica (%) 3(33,3) 7(58.3) 3(60) 0.465 4(50) 9 (50) = 0,99
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DISCUSSAO:

Determinadas caracteristicas clinico-patolégicas ja estdo bem estabelecidas na literatura
como fatores prognosticos para o carcinoma de tireoide, dentre elas destacam-se a idade (< 16
ou > 45 anos), subtipo e sua variante (sendo a células-altas do subtipo classico a mais agressiva),
tumores de maior tamanho, presenga de extensdo extratireoidiana, invasdo linfovascular e
metéastase linfonodal (7). Além desses, a mutacdo BRAFV600E vem sendo estudada como um
possivel novo fator preditor de mau progndstico, e relaciona-la com tais caracteristicas é uma

forma de avaliar qual a importancia do seu uso na pratica clinica.

O perfil epidemioldgico dos pacientes acometidos por CPT no presente estudo é
condizente com o que esta estabelecido pela literatura, afetando principalmente mulheres, tanto
no mundo, como em estudos realizados no Brasil, 0s quais relataram média de idade entre 37 —
52 anos (6,16-19). A variante classica, encontrada em 83% dos CPT, também foi a principal
apresentacdo no estudo de Pereira (2019) e Xing (2005), citada pelo ultimo como a segunda
variante com maior indice de expressao de BRAFV600E e portanto, considerada como a mais
agressiva, atrds apenas da variante de células altas, a qual ndo teve representacdo no presente
estudo (1,18) Nos estudos de Nemetz (2011) e Pereira (2019), amostras menores (52/43) de
CPT foram analisadas de forma retrospectiva, e a frequéncia de EET mostrou-se discordante,
estando entre 9,3 — 35,2%, diferente dos 48% encontrados (18,19). A presenca de
multifocalidade nesses mesmos estudos estava de acordo com os 38,5% encontrados. Em
comparacao com a coorte de 619 pacientes publicada por Rojas et al. (2015)(20), a frequéncia
de ILV (46%) mostrou-se superior aos 29,5% apresentados pelos autores, entretanto, 32% de
sua amostra era composta por microcarcinomas papiliferos, o que pode influenciar a analise, ja
que possui um comportamento diferente. Neste trabalho, as MTL estavam presentes em 30%
dos casos de CPT avaliados, o que estd em concordancia com o encontrado em outros estudos,
gue encontraram prevaléncia de 11-45% (12,18,21). A presenca associada de tireoidite também
foi um achado frequente em outros trabalhos (18). Poucos trabalhos avaliam se o tumor é
unilobar ou multilobar, mas sabe-se que a maioria deles ndo sdo multifocais, portanto, infere-

se que os unilobares sdo mais prevalentes (13).

A prevaléncia da mutacdo BRAFV600E em CPT é em torno de 29 — 77% nos estudos,
0 que se assemelha aos 66,7% verificados (12,14,22,23). Essa variacdo € ampla e possivelmente
explicada pelas diferentes metodologias aplicadas. O método pelo qual a mutacéo é constatada

varia entre IHQ, Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e outros, devendo-se considerar que
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a PCR detecta apenas a mutagdo, sem a confirmacdo de que o oncogene estd, de fato,
expressando a proteina, a qual é necessaria para influenciar no comportamento da neoplasia
(15). Ademais, ha ampla diferenca entre os tamanhos de amostras, a regido da qual sdo
provenientes, principalmente tratando-se do Oriente, onde parece haver maior prevaléncia de
expressdo de BRAFV600E, e entre as variantes de CPT que compdem o estudo, visto que as
variantes classicas e de células altas tendem a expressar a proteina mais frequentemente do que
a variante folicular, o que causa diferenca nos resultados de acordo com a prevaléncia de cada
uma delas (18,22,24). Entretanto, no presente estudo, 4/7 CPT foliculares foram BRAF
positivos, 0 que ndo era esperado, ainda mais para uma amostra de 39 casos (1).

A prevaléncia de expressdo do BRAFV600E ja € amplamente conhecida, porém, sua
influéncia nas caracteristicas clinicas e patoldgicas permanece questionavel. Além de ndo
existir consonancia entre os estudos acerca da associacdo ou ndo da proteina com pior
prognostico, também ndo ha consenso entre quais das caracteristicas estariam relacionadas a
presenca da mutagdo. Nota-se que a EET e MTL foram as mais constantes na literatura, pois a
maioria dos estudos, incluindo meta-analises, verificam associagdo com a presenca da proteina
e até com sua hiperexpressdo (12,21,24-27). Entretanto, mesmo que no presente estudo
houvesse porcentagem expressiva de pacientes com EET, essa relacdo ndo foi observada,
provavelmente pelo limitado nimero de casos. A associagdo com as demais caracteristicas,
como idade, sexo, multifocalidade e tamanho, tem grande variacdo na literatura. De acordo com
Guan et al. (2016), idade e tamanho ndo possuiram significancia estatistica, o que entra em
discordancia com diversos estudos, incluindo o atual, que verificam média de idade mais alta
nos pacientes BRAFV600E positivos, assim como mais hiperexpressdao nos > 45 anos
(13,18,22). Essa questdo pode ser explicada pelo baixo poder estatistico de alguns estudos, pois
nota-se que aqueles com amostras maiores, tendem a obter resultados favoraveis ao uso de
BRAFV600E como fator progndstico. ILV e multifocalidade também possuem diferentes graus
de associa¢do com a mutacdo de acordo com a metodologia empregada (13,24). Nesse estudo,
além de essas variaveis ndo terem sido associadas a mutacdo, a maioria dos tumores positivos
para 0 BRAFV600E possuia apenas uma lesdo neoplasica, o0 que contraria a hipotese de que

cause neoplasias mais agressivas.

Poucos estudos descrevem a relacéo entre a associacdo das variaveis com a intensidade
e a porcentagem de células marcadas para a proteina. De acordo com os presentes resultados,
pacientes com hiperexpressdo parecem apresentar EET mais frequentemente, porém nao houve

significancia estatistica. Silva (2012), na analise de 116 pacientes, constatou associacao entre
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hiperexpressdo e EET (p = 0,0183), mas a maioria (75%) dos pacientes com metéstase a

distancia possuia expressao em < 50% das CT, o que se opBe ao esperado (21).

Nos ultimos anos a literatura também descreveu uma possivel aplicabilidade do
BRAFV600E no diagnostico diferencial de nodulos tireoidianos. O marcador parece ter valor
diagndstico nesses casos, uma vez que os CPT expressam significativamente mais proteina do
que os nodulos tireoidianos benignos, o que auxiliaria na melhor caracterizagdo dos mesmos
quando a PAAF ¢é considerada indeterminada, podendo auxiliar no manejo do paciente e até
evitar a resseccao cirurgica (14,28). Entretanto, a importancia diagnéstica do BRAFV600E
torna-se limitada para o CPT de variante folicular, pois mesmo apresentando uma alta
prevaléncia de positividade no atual estudo, a literatura define-a como uma das que menos
expressa a proteina (27). Essa linha de pesquisa traz a mutagdo BRAFV600E como uma
ferramenta a mais no manejo dos nodulos tireoidianos, os quais tém aumentado em frequéncia

em diversas partes do mundo (14).

Em relacdo as particularidades do presente estudo, nota-se que o anticorpo utilizado
(RM8 Rmab) obteve sucesso na marcagédo das células tumorais e pode ser usado para deteccéo
do BRAFV600E por IHQ. Como limitagdo, o estudo apresentou numero limitado de amostra e
a impossibilidade de seguimento desses pacientes e de identificagdo de metastases a distancia,
0 que seria importante em estudos futuros, para que se tenha mais efetividade em elucidar qual

0 papel dessa mutacdo para o progndstico dos pacientes.

CONCLUSAO

De acordo com esse estudo, conclui-se que ha alta prevaléncia da expressao da proteina
BRAFV600E nos carcinomas papiliferos de tireoide. Quanto aos resultados obtidos na amostra
estudada, ndo houve relacéo entre a presenca da mutagao e as caracteristicas clinico-patoldgicas
do tumor. E necessario que mais estudos sejam realizados, no intuito de avaliar amostras
maiores, que contemplem quantidade significativa de casos com fatores de pior progndstico ou
que seja possivel realizar seguimento dos pacientes, para que essa relacdo seja melhor

estabelecida.
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ABSTRACT

ANALYSIS OF THE BRAFV600E PROTEIN EXPRESSION IN THYROID
PAPILLARY CARCINOMAS

Introduction: The thyroid cancer (TC) is the most common malignant neoplasm of the
endocrine system, in which the papillary thyroid carcinoma (PTC) is the most frequent
histologic subtype. The PTC has an indolent evolution, however, a few still presents worse
prognosis according to its clinical-pathological characteristics. Among the clinical-pathological
characteristics the expression of the BRAFV600E protein is in continuous study due to its
possible potential to assist in the diagnosis and prognosis of the patients. Objective: Analise the
immunohistochemistry expression of the BRAFV600E protein in the papillary thyroid
carcinoma and link it with the clinical-pathological characteristics. Material and Methods:
Cases of PTC >lcm from patients who have
partial or total thyroidectomy samples at the biobank of the pathology lab. The cases were
analysed in terms of the expression of the BRAFV600E protein by the immunohistochemistry
method and also in terms of its clinical-pathological characteristics. The variables studied and
related with the expression of the BRAFV600E protein were: age, gender, thyroid side, size,
multifocality, extrathyroidal extension, lymph node metastases e lymph vascular invasion.
Intensity and percentage of the tumour cell’s expression were also described and analysed.
Results: The predominance of the BRAFV600E protein’s mutation was detected in 26 (66,7%)
of the 39 selected cases, most of them had moderate intensity (12/26, 46%) and expression of
the tumoral cells under 50%. The presence of the BRAFV600E protein was verified in 4/7 PTC
of follicular variant. There was not any association between the expression of the protein and
the PTC’s clinical-pathological characteristics. The intensity and the percentage of the protein’s
expression also did not show statistic significance. Conclusion: High prevalence of the
BRAFVG600E protein expression was found in the PTC, however, in the current study the
positivity was not associated with the clinical-pathological characteristics that predict the
tumour aggressivity, so it was not possible to conclude if there is prognosis value.

Keywords: Thyroid Neoplasms. Papillary Thyroid Carcinoma. Proto-Oncogene Proteins B-raf.

REFERENCIAS

1 Xing M. BRAF mutation in thyroid cancer. Endocr Relat Cancer. 2005;12(2):245-62.

2. Agency for Research on Cancer I. No Title. WHO. 20109.

3. INCA. Instituto Nacional de Cancer do Ministério da Saude. Vol. 1, Inca. 2014. 124 p.

4 Fagin JA, Wells SA. Biologic and Clinical Perspectives on Thyroid Cancer. N Engl J
Med. 2016;375(11):1054-67.

5. Seethala RR, Asa SL, Bullock MJ, Carty SE, Hodak SP, McHugh JB, et al. Protocol
for the Examination of Specimens from Patients with Carcinomas of the Thyroid
Gland. Washington, DC Coll Am Pathol. 2017;(June):1-22.

6. American, Association T. Thyroid Cancer (Papillary and Follicular). Am Thyroid
Assoc [Internet]. 2016;4. Available from:
http://seer.cancer.gov/statfacts/html/thyro.html

7. Schulumberger MJ. Papillary and Follicular Thyroid Carcinoma. N Engl J Med.
2013;338(5):297-306.

8. Papaleontiou M, Haymart MR. New insights in risk stratification of differentiated
thyroid cancer. Curr Opin Oncol. 2014;26(1):1-7.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

53

Tang KT, Lee CH. BRAF Mutation in Papillary Thyroid Carcinoma: Pathogenic Role
and Clinical Implications. J Chinese Med Assoc [Internet]. 2010;73(3):113-28.
Available from: http://dx.doi.org/10.1016/S1726-4901(10)70025-3

Davies H, Bignell GR, Cox C, Stephens P, Edkins S, Clegg S, et al. Mutations of the
BRAF gene in human cancer. 2002;949-54.

Mitsutake N, Nakashima M, Kondo S, Yamada M. Postnatal Expression of BRAF
V600E Does Not Induce Thyroid Cancer in Mouse Models of Thyroid Papillary
Carcinoma. 2013;154(November):4423-30.

Lupi C, Giannini R, Ugolini C, Proietti A, Berti P, Minuto M, et al. Extensive clinical
experience: Association of BRAF V600E mutation with poor clinicopathological
outcomes in 500 consecutive cases of papillary thyroid carcinoma. J Clin Endocrinol
Metab. 2007;92(11):4085-90.

Guan Y, Chen Q. Meta-Analyses of Association Between BRAF V600E Mutation and
Clinicopathological Features of Papillary Thyroid Carcinoma. 2016;763-76.

Huang L, Wang X, Huang X, Gui H, Li Y, Chen Q, et al. Diagnostic significance of
CK19, galectin-3, CD56, tpo and Ki67 expression and BRAF mutation in papillary
thyroid carcinoma. Oncol Lett. 2018;15(4):4269-77.

Kowalik A, Kowalska A, Walczyk A, Chodurska R, Kopczynski J, Chrapek M, et al.
Evaluation of molecular diagnostic approaches for the detection of BRAF p.V600E
mutations in papillary thyroid cancer: Clinical implications. PLoS One. 2017;12(6):1—
13.

Davies L, Welch HG. Current thyroid cancer trends in the United States. JAMA
Otolaryngol - Head Neck Surg. 2014;140(4):317-22.

Rocha RM, Santos MCLFS, Musso C, Santos MH de S, de-Almeida ML, Miguel GPS.
Carcinoma bem diferenciado de tireoide: perfil epidemiolégico, resultados cirargicos e
resposta oncoldgica. Rev Col Bras Cir. 2018;45(5):1-9.

PessOa-Pereira D, Medeiros MF da S, Lima VMS, Silva JC da, Cerqueira TL de O,
Silva IC da, et al. Association between BRAF (V600E) mutation and
clinicopathological features of papillary thyroid carcinoma: a Brazilian single-centre
case series. Arch Endocrinol Metab [Internet]. 2019;1-10. Available from:
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2359-
39972019005001110&Ing=en&nrm=iso

Nemetz AB, Neoplasias E De. Artigo Original Carcinoma papilifero da glandula
tireoide : uma analise. 2011;1-4.

Romero A, Cuervo-Martinez J, Osorio-Arango L, Olaya N. Histological variants and
prognostic factors of papillary thyroid carcinoma at the National Cancer Institute of
Colombia. Biomedica. 2015;35(3):429-36.

Da Silva CR. Analise Da Mutacdo V600E Do Gene Braf E Detec¢do Imuno-
Histoquimica Da Proteina Braf Em Carcinomas Anélise Da Mutacdo V600E Do Gene
Braf E Detec¢do Imuno-Histoquimica Da Proteina Braf Em Carcinomas. Diss
apresentada ao Programa Pos Grad em Genética da Pontificia Univ Catdlica Goias,
como requisito parcial para a obtencdo do Titulo Mestre em Genética. 2012;0-79.

Lin J-D, Fu S-S, Chen J-Y, Lee C-H, Chau W-K, Cheng C-W, et al. Clinical
Manifestations and Gene Expression in Patients with Conventional Papillary Thyroid
Carcinoma Carrying the BRAF V600E Mutation and BRAF Pseudogene . Thyroid.
2016;26(5):691-704.

Sancisi V, Nicoli D, Ragazzi M, Piana S, Ciarrocchi A. BRAFV600E mutation does
not mean distant metastasis in thyroid papillary carcinomas. J Clin Endocrinol Metab.
2012;97(9):1745-9.

Fraser S, Go C, Aniss A, Sidhu S, Delbridge L, Learoyd D, et al.



25.

26.

27.

28.

54

BRAFV600EMutation is Associated with Decreased Disease-Free Survival in Papillary
Thyroid Cancer. World J Surg. 2016;40(7):1618-24.

Frasca F, Nucera C, Pellegriti G, Gangemi P, Attard M, Stella M, et al. BRAF (V600E)
mutation and the biology of papillary thyroid cancer. Endocr Relat Cancer.
2008;15(1):191-205.

Liu C, Chen T, Liu Z. Associations between BRAF and prognostic factors and poor
outcomes in papillary thyroid carcinoma: A meta-analysis. World J Surg Oncol
[Internet]. 2016;14(1):1-12. Available from: http://dx.doi.org/10.1186/s12957-016-
0979-1

Lee JH, Lee ES, Kim YS. Clinicopathologic significance of BRAF V600E mutation in
papillary carcinomas of the thyroid: A meta-analysis. Cancer. 2007;110(1):38-46.
Pupilli C, Pinzani P, Salvianti F, Fibbi B, Rossi M, Petrone L, et al. Circulating
BRAFV600E in the diagnosis and follow-up of differentiated papillary thyroid
carcinoma. J Clin Endocrinol Metab. 2013;98(8):3359-65.



