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MUTACAO DO GENE BRAF NA HISTORIA
NATURAL DO CARCINOMA PAPILAR DA TIREOIDE
Implicacoes Diagnosticas e Prognosticas®

J. Pedro LOPES, E. FONSECA
RESUMO

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

Aproximadamente metade dos carcinomas papilares aloja a mutag@o pontual com transversao
da timina pela adenina (T1799A) no gene BRAF, com substitui¢ao da valina pelo glutamato

(V600E), na cinase da serina/treonina BRAF. Tal alteragdo resulta na activaco constitutiva da
via de sinaliza¢do das cinases de proteinas activadas por mitogénios (MAPK), essencial para a
transmissdo de sinais de proliferagdo, gerados por receptores da superficie celular e elementos
de sinalizag?io citoplasmaticos, para o nicleo. E uma mutagio mutuamente exclusiva com outras
alteragdes genéticas comuns, reforgando o seu papel oncogénico independente na proliferacao
celular, sobrevivéncia ¢ desdiferenciagdo tumoral. O BRAFYS™E ocorre exclusivamente no
carcinoma papilar e em carcinomas anaplasicos que dele derivam, pelo que funciona como
marcador de diagndstico especifico para este cancro, quando identificado em exames citologicos
/histologicos. Esta mutagdo, emergiu recentemente, como um marcador de progndstico potencial
do carcinoma papilar da tiredide, apos varios estudos terem sugerido encontrar-se associado
a caracteristicas clinico-patologicas, que predizem frequentemente progressao e recidiva tu-
moral, como a idade avangada, invasio extra-tireoideia e metastizagdo ganglionar. E portanto
considerado um marcador de doenga agressiva nestas neoplasias, associando-se a incremento
da recidiva tumoral e inclusivamente a perda de avidez pelo iodo radioactivo. Alguns estudos
ndo confirmaram estes achados.

Parece, portanto, evidente que a mutagdo BRAF tera um impacto significativo na abordagem
clinica do carcinoma papilar da tireoide.

SUMMARY

BRAF GENE MUTATION IN THE NATURAL HISTORY OF PAPILLARY
THYROID CARCINOMA
Diagnostic and Prognostic Implications

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

Approximately half of these papillary carcinomas harbor a thymine-to-adenine transver-
sion (T1799A) point mutation, in the gene encoding the serine/threonine-kinase B-type
Raf kinase (BRAF), with substitution of valine by glutamate (V600E). Mutated BRAF,
generates a constitutive activation of the mitogen-activated protein kinases (MAPK) signa-
ling pathway, which plays a critical role in transmitting proliferative signals generated by
cell surface receptors and cytoplasmic signaling elements, to the nucleus. BRAF mutation
is mutually exclusive with other common genetic alterations, supporting its independent
oncogenic role in cell proliferation, survival and tumor de-differentiation. The BRAFV6"E
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occurs exclusively in papillary thyroid carcinoma and papillary carcinoma-derived
anaplastic cancer, rising as a specific diagnostic marker for this tumor when identified
in cytological / histological exams. This mutation has recently emerged, as a potential
prognostic marker for papillary thyroid carcinoma, after several studies have found
this mutation to be associated with some clinicopathological characteristics, known
to predict tumor recurrence and progression, including, for instance, old patient age,
extrathyroidal invasion and lymph node metastasis. It is therefore considered a marker of
aggressive disease in these tumors, associated with increased cancer recurrence and even
loss of radioiodine avidity. Several studies were not able to confirm these associations.

It has become clearer that BRAF mutation will likely have significant impact on the
clinical management of papillary thyroid carcinoma.

INTRODUCAO

Os carcinomas da tiredide sdo as neoplasias endo-
crinas mais prevalentes, representando aproximadamen-
te 1% de todos os novos casos de cancro diagnosticados
anualmente'~.

Dados epidemiologicos recentes reflectem um au-
mento na incidéncia de quase 240% durante a tltima me-
tade do século XX, por razdes que permanecem pouco
claras, mas que em parte reflectem um diagnoéstico mais
precoce, apresentando-se actualmente com 4 ¢ 12 casos
por cada 100.000 homens e mulheres, respectivamen-
te.>* Contudo, esse aumento ndo foi acompanhado por
um incremento correspondente de mortes pela doenga, a
qual apresenta uma taxa de mortalidade global de apenas
0,5/100.000*¢.

A maioria dos casos ocorre em individuos adultos,
mas alguns tipos, especialmente os carcinomas papilares,
podem ocorrer na infancia. Torna-se ainda possivel cons-
tatar uma preponderancia no género feminino, sobretudo
na faixa etaria de adultos jovens e de meia-idade, prova-
velmente tendo alguma relagdo com a expressdo de re-
ceptores de estrogéneos, no epitélio tireoideu neoplasico.
Por outro lado, os casos que ocorrem na infancia e nas
fases mais avancadas da vida apresentam uma distribui-
¢o equilibrada pelos dois géneros’.

As neoplasias da tireoide classificam-se, histologica-
mente, em tumores derivados das células foliculares (car-
cinoma papilar, folicular, pouco diferenciado e anaplésico)
e das células C ou parafoliculares (carcinoma medular).
Destes, o carcinoma papilar da tiredide ¢ o mais frequente
e corresponde a aproximadamente 85-90% de todos os
casos de neoplasia maligna tireoideia'*>51°,

O aumento do numero de novos casos de cancro da
tiredide € atribuivel, praticamente na sua totalidade, ao
diagnostico aumentado de CPT, sobretudo relacionado com
uma maior capacidade de detecgdo da doenga subclinica,
como ¢ o caso dos microcarcinomas papilares. Também
contribui para este acréscimo, a maior acuidade diagnostica
de carcinoma papilar por parte do patologista, permitindo
identificar casos com caracteristicas morfoldgicas menos
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evidentes>69!1,

Os carcinomas da tiredide diferenciados sdo relati-
vamente indolentes e com elevada taxa de cura, pois o
tratamento cirtirgico padrdo, em conjunto com a terapia
com iodo radioactivo, € altamente eficaz na maioria dos
doentes e possibilita, no caso particular do CPT, que a
sobrevida aos 10 anos exceda os 90-95%2>'%'2, Contudo,
5-20% dos pacientes apresentara recidivas loco-regionais,
e até 10% podera exibir metastizagfo a distancia'”. As reci-
divas podem resultar de um tratamento inicial incompleto
ou da presenga de um componente neoplasico agressivo'>.

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

Torna-se desta forma importante apostar no diag-
noéstico pré-cirirgico preciso, na estratificacdo baseada
em critérios de progndstico pré- e pds-cirirgicos mais
eficazes, bem como na investigacdo e desenvolvimento
de terapéuticas mais eficientes para carcinomas papilares
invasivos ou metastaticos que sdo irressecaveis e refrac-
tarios a tratamento com iodo radioactivo'.

HISTOTIPOS DE CARCINOMA PAPILAR DA TI-
REOIDE

Os carcinomas papilares s@o lesdes tnicas ou multi-
focais, podendo alguns ser bem circunscritos e até mesmo
encapsulados, embora a maioria seja infiltrativa do parén-
quima adjacente, apresentando margens mal definidas. Por
vezes sdo visiveis areas de fibrose e calcificacdo, e podem
existir areas cisticas’.

A existéncia de multiplas variantes morfologicas de
CPT demonstra a pouca relevancia da arquitectura tumoral
para o diagnostico. Este deve fundamentar-se na morfolo-
gia nuclear, marcada por certas particularidades:

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

2. cromatina finamente dispersa, que causa uma aparén-
cia optica clara ou de vazio, habitualmente descrita como
nucleo em vidro fosco (ground-glass) ou com aspecto em
olho de orfd Annie;



J. Pedro LOPES et al, Mutacdo do gene braf na historia natural do carcinoma... , Acta Med Port. 2011; 24(S4):855-868

3. invaginacdes do citoplasma, que podem dar a aparén-
cia de pseudo-inclusdes ou fendas nucleares.'®

Existe portanto um leque diversificado de histotipos
de CPT: a forma classica, a variante de células altas, a va-
riante folicular, variante solida, o microcarcinoma papilar,
a variante oncocitica, a variante colunar, a variante encap-
sulada e a variante esclerosante difusa.” Abordar-se-ao com
maior pormenor, os primeiros cinco subtipos histologicos
referidos.

A forma classica do CPT ¢ caracterizada por papilas
complexas que se ramificam e possuem um eixo fibro-
vascular revestido por uma ou véarias camadas de células
epiteliais; também podem ser identificadas estruturas de
calcificagdo concéntrica no eixo das papilas, denominadas
de corpos psamomatosos’'®.

A variante de células altas ¢ caracterizada pela pre-
senga de células altas, com citoplasma intensamente eosi-
nofilico cobrindo as estruturas papilares; t€ém geralmente
grandes dimensdes e associam-se a ampla invasao vascular,
com extensdo extra-tireoideia e metastases cervicais € a
distancia, ocorrendo habitualmente em individuos mais
velhos™'.

A variante folicular apresenta os nucleos caracteristi-
cos do carcinoma papilar, mas tem uma arquitectura quase
totalmente folicular, sem papilas’®.

A variante sélida ¢ caracterizada pela existéncia de
ninhos e trabéculas de células tumorais alongadas dentro
do estroma fibrovascular, apresentando semelhangas com
a variante folicular'®.

O microcarcinoma papilar ¢ uma variante de CPT
muito comum, que ¢ definido como um carcinoma papilar
que mede 1 cm ou menos, de dimensdo maxima; pode
apresentar uma morfologia arquitectural classica, folicular
ou oncocitica, podendo ser encapsulada ou infiltrativa. Os
MCP podem ser multiplos e, quando associados a carci-
nomas papilares clinicamente evidentes ou de grandes
dimensdes, estdo frequentemente relacionados com disse-
minagdo tumoral'®!’. Contudo, acredita-se que esta lesdo
quando identificada acidentalmente, seja de significado
clinico minimo, tanto mais que ¢ um achado frequente em
autdpsias!®!’,

PATOGENESE MOLECULAR NO CANCRO DA
TIREOIDE

Os anos mais recentes foram marcados por uma ex-
pansao significativa da compreensdo da base molecular da
carcinogénese da tireoide®.
Tornou-se evidente que os tumores tireoideus, em par-
ticular os de tipo papilar, apresentam frequentemente
alteragdes genéticas que contribuem para a activagdo da
via de sinalizagdo MAPK. Esta cascata intracelular crucial
regula o crescimento celular, a diferenciacdo, a apoptose
e a sobrevivéncia, e, quando aberrantemente activada, a
tumorigénese.>>10:14

A activagdo fisiologica desta via é despoletada em
resposta a multiplos sinais mitogénicos (factores de cres-
cimento, hormonas e citocinas) que interagem com 0s
receptores tirosina-cinase presentes na superficie celular,
activando-os**'® (Figura 1).

Uma vez activado, o receptor TK, através de uma
série de proteinas adaptadoras, leva a activacdo do RAS
localizado na superficie membranar interna, através da
substitui¢do do GDP pelo GTP. O RAS activo, por sua vez,
interage e activa a cinase da proteina RAF, recrutando-a
para a membrana, onde ¢ activada. A RAF cinase do tipo
B (BRAF), a mais abundante e potente na familia RAF,
encontra-se assim capaz de fosforilar e activar a MEK, que
por sua vez fosforila e activa a ERK (ou MAPK). Quando
activada, a ERK fosforila proteinas citoplasmaticas e ¢
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Fig. 1- Representacdo esquematica da via de sinalizagdo MAPK.

A sinalizagdo comecga no receptor TK, na membrana celular, apos
estimulag@o por sinais mitogénicos extracelulares (e.g. factores de
crescimento). Quando activado apos ligagdo ao GTP, a proteina RAS
interage com a cinase da proteina RAF activando-a, depois de induzir uma
alterag@o conformacional através da desfosforilagdo dos sitios de ligacdo
do dominio regulador N-terminal, para a proteina 14-3-3 (co-factor
para a actividade da RAF cinase), permitindo o seu recrutamento para a
membrana plasmatica. A BRAF (RAF cinase do tipo B) ¢ a isoforma mais
abundante e potente da familia RAF nas células foliculares da tiredide. A
BRAF activada fosforila e activa duas MEKs (MEK 1 e MEK?2) e estas, por
seu turno, fosforilam e activam as duas ERKs subsequentes. As ERK1/2
(ou MAP cinases) fosforilam proteinas a jusante, muitas das quais sdo
cinases, levando em ultima consequéncia a alteragdes na expressao de
varios genes no nucleo, envolvidos na proliferacdo celular, sobrevivéncia
e carcinogénese. Adaptado de Nucera C. et al, 2009°
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translocada para dentro do nucleo, onde regula a transcri-
¢do de genes envolvidos na diferenciacdo, proliferagdo e
sobrevivéncia celulares!%1419-21,

As alteragdes moleculares encontradas nos carcino-
mas papilares podem ocorrer a diferentes niveis, como
resultado de rearranjo dos genes RET e NTRK (codificam
o receptores tirosina-cinase), de mutagdes dos genes que
codificam dois efectores intracelulares da via da MAPK

‘Variante folicular: HR. RAS.P PPAR)

Fig. 2 - Associagao de determinadas alteragdes genéticas, com certos fenotipos de CPT.
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(uma proteina RAS de ligacdo ao GTP e uma cinase de
serina-treonina BRAF), ou da translocacao equilibrada do
PAX8_PPAR,YZ,10,14,19»21.

As mutacdes ou rearranjos de qualquer um destes
genes podem ser encontrados em mais de 70% dos car-
cinomas papilares e sdo mutuamente exclusivas, pois
raramente coexistem na mesma neoplasia tireoideia, suge-
rindo que a activagdo desta via de sinalizacao ¢ essencial
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para a iniciacdo tumoral, mas que a alteracdo de um unico
efector da mesma ¢ suficiente para a transformacao celular
neoplasica®!*-2!,

Mutacées BRAF

O gene BRAF e o produto proteico resultante sdo im-
portantes para o controlo do ciclo celular, desempenhando
um papel crucial na via de sinalizacdo intracelular RAS-
RAF-MEK-ERK, que culmina na activagao da ciclina D1
e na proliferacdo celular!®20-2223,

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

Estudos in vitro, com modelos de células tireoideias
benignas, evidenciaram inicialmente um papel particular-
mente importante para o BRAF, como um regulador central
da diferenciagéio e da capacidade proliferativa®?®. Mais
tarde, modelos in vitro e in vivo, vieram demonstrar que
a sobrexpressao do BRAF activado induz transformagao
maligna e comportamento tumoral agressivo. Essas alte-
racdes estardo provavelmente relacionadas com expressao
aumentada de metaloproteinase 12 da matriz (MMP12) e
de VEGF?.

As mutagdes activantes do BRAF foram ja descritas
em diversas neoplasias humanas, nomeadamente, e com
maior prevaléncia, no melanoma (63-66%), mas também
no carcinoma seroso do ovario (33-40%) e ainda no car-
cinoma colo-rectal (11-20%)>1%22,

Trata-se de uma mutacdo somadtica do tipo missen-
se, que consiste na transversdo da timina pela adenina
(T1799A) no exdo 15 do BRAF, que causa a substitui¢ao,
na proteina, do aminoacido valina pelo glutamato (V600E),
levando ao aparecimento da BRAFVS®E, Esta mutacédo
produz a activacdo constitutiva da BRAF cinase, ja que
resulta da inser¢@o de um residuo carregado negativamente
adjacente a um local de fosforilacdo (Ser599), o que cau-
sa a ruptura de interacgdes hidrofobicas, entre residuos
exactamente no local de ligagdo do ATP que mantinha a
conformagio inactiva>22233-33 Egsta mutagao, antes desig-
nada na literatura de V599E, foi corrigida em um codao
em trabalhos mais actuais®-°.

Recentemente, outras mutacdes t€m sido descritas no
contexto do carcinoma papilar da tiredide: BRAFX'E, BRA-
FVK600-1E’ BRAF'VS‘J‘)ins’ BRAF'VGOOE+K601del’ BRAF'VGOOD+FGLAT601»
-605ins - sendo todavia raramente encontradas no cancro da
tiredide; demonstrou-se que todas estas mutacdes descritas
desestabilizam a conformagao inactiva do BRAF e indu-
zem uma activagdo oncogénica constitutiva da enzima

BRAF CinaseL23,3l,32,36-42.

Desde a descoberta inicial da mutacdo BRAF nos can-
cros humanos, houve mais de 100 mutagdes identificadas
nesse gene, das quais se salienta a mutagdo BRAF pontual
T1799A, que totaliza cerca de 90% de todas as mutacdes
neste oncogene'®?4, A mutagdo BRAF afigura-se como
uma alteragdo genética somatica>'.

A importancia desta mutagao ¢ revelada pelos diversos
estudos publicados neste ambito e que t€ém demonstrado,
nos ultimos anos, que a mutagdo se encontra presente num
grande niimero de casos de carcinoma papilar da tiredide
(com prevaléncia média de 49%; Quadro 1). Associa-se
igualmente a elevada frequéncia na forma classica e va-
riante de células altas do CPT (com prevaléncia média de
54% e 68%, respectivamente; Quadro 1), sugerindo que
esta mutagdo funcione como um evento especifico precoce
para estes fenotipos de CPT, desempenhando um papel
fundamental da iniciagdo da tumorigénese. Essa ideia ¢
apoiada pela presenca da mutagdo BRAF nos microcar-
cinomas papilares da tiredide (20-52%)>***+7. Podemos
encontra-la, embora com menor frequéncia, em carcinomas
pouco diferenciados e anaplasicos da tire6ide (com uma
prevaléncia a variar entre os 20-30%), especialmente quan-
do um componente de CPT bem diferenciado, contendo a
mesma mutagao, ¢ detectado, fazendo pressupor que se tra-
ta de um evento que ocorre precocemente e que predispoe
a desdiferenciagdo tumoral 334 E de salientar, portanto,
a exclusividade anteriormente referida, chamando-se a
atencdo para o facto da mutagdo BRAF ocorrer com baixa
frequéncia na variante folicular do CPT (com prevaléncia
média de 11%; Quadro 1) e ndo ocorrer no carcinoma
folicular ou noutras neoplasias tireoideias?.

Em oposicao aos carcinomas papilares dos adultos,
os tumores pediatricos (esporadicos ou aqueles induzidos
pela radiacdo), t€ém baixa prevaléncia de mutacdes BRAF
(0-1 2%)33,50-52.

Importa acrescentar que, para além das mutagdes pon-
tuais, 0 BRAF pode ser igualmente activado por rearranjo
intra-cromossomico, nomeadamente através duma inversao
paracéntrica do cromossoma 7q, com a consequente fusdo
entre os genes AKAPY9 e BRAF. A proteina de fusdo dai
resultante, apresenta uma elevada actividade cinasica®.
Este rearranjo foi encontrado primariamente em tumores
associados a historia recente de exposicdo a radiacao,
nomeadamente em cerca de 11% dos CPT que se desen-
volveram 5-6 anos ap0s exposi¢ao a radiagdo ionizante’",
Esta revisdo sistematica estd focada na mutagdo BRAFYE
e, portanto, o termo BRAF mutado aplicar-se-a referindo-
-se, sempre, a mutagdo supramencionada.

ASSOCIACAO GENOTIPO-FENOTIPO NO CARCINOMA PAPILAR
DA TIREOIDE

O carcinoma papilar da tiredide representa um grupo
heterogéneo de neoplasias, constituido por diferentes

www.actamedicaportuguesa.com



J. Pedro LOPES et al, Mutacdo do gene braf na historia natural do carcinoma... , Acta Med Port. 2011; 24(S4):855-868

variantes histolégicas que partilham as caracteristicas
nucleares peculiares que sdo diagnosticas. Apesar da sua
classificagdo comum como carcinomas papilares, parece
existir uma tendéncia para a associacdo entre histotipos de
CPT e alteragdes genéticas particulares®!*>3,

As mutagdes BRAF ndo se encontram distribuidas de
forma aleatoria pelas variantes morfologicas do carcinoma
papilar (Figura 2).

O BRAFV®™E  que é a mutagdo mais prevalente neste
tipo de neoplasias, esta sobretudo presente em casos de
carcinomas com arquitectura papilar, nomeadamente a
forma classica, a variante de células altas e o microcarci-
noma papilar (com padrao predominante de crescimento
papilar). Contrastando com esta evidéncia, estd o facto de
carcinomas papilares da tireide com arquitectura folicular,
nomeadamente a variante folicular e casos de microcarci-
noma papilar (com padrao predominante de crescimento
folicular), ndo apresentarem ou apresentarem em pequena
quantidade, mutagdes BRAFY¢"E (Quadro 1),

O BRAF®®E por sua vez, foi associado exclusiva-
mente a variante folicular de CPT, estando presente em
7-9% dos casos***. Um outro tipo de mutagdo descrita,
a BRAFVK-IE foi detectado num caso de variante solida
do CPT, bem como em metastases ganglionares de trés
casos de CPT. Por fim, encontrou-se associagdo entre a
BRAFY*™s ¢ a forma classica®®.

No entanto, para além destas mutacgdes, outras alte-

racdes que envolvem genes ja referidos estdo presentes
nestas neoplasias e serdo importantes na determinacdo do
fenotipo.
As translocagdes que envolvem o proto-oncogene RET sao
um desses casos, sendo que o rearranjo RET/PTC1 esta
relacionado com casos de CPT com histotipo classico™*>,
ao passo que o rearranjo génico RET/PTC3 se associa
frequentemente com a variante solida (sobretudo no con-
texto pos-Chernobyl)***7, mas também com a variante de
células altas™®. Ja as mutagdes do RAS (sobretudo no codio
61 do NRAS e HRAS) sdo particularmente frequentes nos
casos de variante folicular do CPT (25-100%)!%375%%0, Da
mesma forma, constatou-se uma frequéncia aumentada
de rearranjos PAXS-PPARy (37,5%) em casos da variante
folicular de CPT>%.

Estes diferentes dados disponiveis, a favor da asso-
ciacdo gendtipo-fendtipo, poderdo ser uteis sobretudo no
que concerne as questdes clinicas que se colocam por vezes
face ao diagnostico e progndstico de CPT.

APLICACAO CLINICA DAS MUTACOES DO
GENE BRAF

Relevancia diagnéstica do BRAF mutado

A citologia obtida por bidpsia aspirativa com agulha
fina é o método mais sensivel e especifico para identificacdo
de nddulos tireoideus malignos. Em centros especializados,
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a sua acuidade diagnoéstica aproxima-se dos 98%, com
taxas de falsos positivos e falsos negativos, inferiores a
2%!%%1. Contudo, sabe-se que cerca de 15% das citologias
dos nddulos tireoideus obtidas por BAAF sdo inadequadas
para diagnostico, e que, em 10% dos casos, ¢ impossivel
determinar com certeza se o ndédulo € benigno ou maligno,
geralmente envolvendo casos de tumores foliculares ou
de células de Hiirthle. Importa acrescentar que 20% das
BAAF com achados indeterminados ou inconclusivos e
10% das BAAF nao diagnosticas sdo, em ultima instancia,
diagnosticados como malignos ap6s estudo histoldgico®'.

Virios investigadores sugeriram, assim, testar certas
mutag¢des de oncogenes e genes supressores tumorais com
o0 objectivo de melhorar a acuidade diagnodstica da BAAF
e respectivo exame citologico’.

A alta prevaléncia de mutagdes do gene BRAF e asua
elevada especificidade (valor preditivo positivo: ~100%)
nos carcinomas papilares da tire6ide, bem como a facili-
dade da sua detecgdo a partir de DNA tumoral, tornaram-
-no o candidato ideal para melhorar a fiabilidade dos
diagnosticos baseados na citologia aspirativa de nédulos
tireoideus.®*® Além disso, constatou-se que, testando a
mutagéo BRAFV*E em citologias aspirativas classificadas
como indeterminadas e/ou suspeitas, em 16-42% dos ca-
sos se confirmava o diagndstico de carcinoma papilar da
tiredide®>66:67.70,

Convém, no entanto, referir que, embora reconhecendo
que em alguns casos a deteccido da mutagdo BRAF pode, de
facto, facilitar o diagnostico pré-operatdrio de neoplasias
tireoideias, ¢ importante ter em conta que a vasta maioria
de tumores BRAF positivos sdo carcinomas papilares
com histotipo classico ou variante morfologica de células
altas, que sdo facilmente diagnosticados na citologia. Por
outro lado, a variante folicular, que frequentemente coloca
dificuldades diagnosticas em bidpsia aspirativa, raramente
apresenta mutagdo BRAF .33

Existem ainda outros factores que desvalorizam a pes-
quisa desta mutagao para fins diagnosticos. Em primeiro lu-
gar as mutagdes do gene BRAF sdo raramente identificadas
nas citologias aspirativas ndo diagnosticas, provavelmente
devido a niveis insuficientes de DNA tumoral nas prepa-
ragdes provenientes do aspirado®®. Um segundo factor
contra tem que ver com a baixa prevaléncia de mutacdes
BRAF nas citologias aspirativas indeterminadas, variando,
consoante os estudos, entre os 8-16%°.° Por fim, em ter-
ceiro lugar, a sensibilidade da analise da mutagdo BRAF
para fins diagnosticos ¢ limitada (baixo valor preditivo
negativo) e achados negativos, que ocorrem em cerca de
50% dos doentes com carcinoma papilar da tiredide, ndo
poderdo excluir a presenga de neoplasia maligna'®.

Sabe-se que aproximadamente metade de todos os
CPT néo apresentam a mutagdo BRAF (Quadro 1), e esse
valor aumenta se nos focarmos na citologia aspirativa
indeterminada, que envolve habitualmente carcinomas fo-
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liculares da tire6ide (sem associagdo com mutacdes BRAF)
ou variantes foliculares de CPT (nas quais a mutagao ¢
rara)'’.

Estes dados indicam, portanto, que o BRAF mutado
apresenta isoladamente um valor pouco consistente para
melhorar a acuidade diagnostica da citologia por bidpsia
aspirativa.? Provavelmente seria util que a pesquisa do
BRAF mutado fosse incluida num painel de testes para ou-
tros marcadores moleculares (e.g. rearranjos RET, NTRK 1,
PAX8-PPARy e mutagdes pontuais do RAS)". Alids, num
estudo prospectivo” de 437 citologias aspirativas de 371
doentes, o teste combinado de varios marcadores molecu-
lares (BRAF, RET/PTC1, RET/PTC3, RAS e PAXS8-PPARY)
revelou a presenga de 21 casos de mutagdo (12 BRAF, 3
RET/PTC1, 2 RET/PTC3, 3 HRAS, 1 NRAS), permitindo
desta forma a reclassificagdo do diagndstico da citologia
aspirativa para malignidade, em nove casos. Assim, a
combinagdo de citologia com a pesquisa de um conjunto
de marcadores moleculares permitiu uma melhoria sig-
nificativa na exactiddo do diagnéstico, bem como uma
melhor predi¢cdo de malignidade, em nédulos com citologia
indeterminada’'.

Tal como acontece com todas as pesquisas molecula-
res, os resultados sdo mais uteis e validos quando interpre-
tados no contexto do diagnostico citologico e histologico.
Por esse motivo acredita-se que, no caso particular do
cancro da tiredide, esses testes venham a ser usados como
ensaios complementares com o objectivo de refinar o
diagnéstico e ndo o contrario, ou seja, fazer diagnosticos
na auséncia de critérios citologicos/histologicos®.

Relevéncia prognostica do BRAF mutado

Os carcinomas papilares da tiredide raramente causam
a morte dos doentes, pois para além de geralmente serem
biologicamente indolentes, habitualmente respondem mui-
to bem aos tratamentos actualmente disponiveis (exérese
cirargica da tiredide e tratamento complementar com iodo
radioactivo). Porém, alguns casos t€m um comportamento
mais agressivo e outros podem inclusivamente progredir
para um carcinoma anaplasico, que ¢ uma neoplasia letal'>.
A avaliagdo clinico-patologica convencional € actualmente
abase sobre a qual ¢ exercida a estratificagdo do risco para
pacientes com cancro da tiredide'4, considerando-se facto-
res classicos de alto risco: a idade avancada do doente na
altura do diagnostico, o grande tamanho tumoral, a invasao
extra-tireoideia, a metastizacdo ganglionar e, sobretudo, a
distancia.’7®

No caso particular do carcinoma papilar, o histotipo
¢ também um importante factor na avaliagdo do risco,
podendo-se ordenar, de acordo com a agressividade tumo-
ral, da seguinte forma: VCACPT > FCCPT = VFCPT”".

Cada um destes factores de risco clinico-patologicos
parece estar associado com um aumento do risco de pro-
gressao, recidiva e, inclusive, morbilidade e mortalidade

associadas ao cancro da tiredide, porém ndo sdo inteira-
mente seguros a predizer essas condi¢des'>.

A identificacdo de carcinomas papilares com prog-
nostico reservado, constitui actualmente uma abordagem
importante para se poder determinar a agressividade com
que se deve lidar com esta neoplasia, seja no que concer-
ne a extensdo do tratamento inicial (e.g. complementar a
tireoidectomia com ablagdo com iodo radioactivo), mas
também ao grau de vigilancia no seguimento subsequente
do doente (e.g. follow-up mais apertado)’*". Tal facto
explica a expressiva aposta na investigacdo de novos
marcadores genéticos que possam influenciar os resulta-
dos a esse nivel’. Nos tltimos anos, a mutagdo BRAF tem
sido amplamente estudada como marcador til em termos
de valor prognoéstico, no contexto de cancro da tiredide.
Contudo, apesar de se acreditar que o0 BRAF mutado pode
representar um promissor marcador de CPT, a correlagdo
desta mutag¢ao com resultados clinicos obtidos em diversos
estudos tem sido objecto de alguma controvérsia'>!.

Virios estudos funcionais (usando ratinhos transgé-
nicos ou linhagens celulares tireoideias com a mutagdo
BRAFVE) ¢ estudos clinico-patoldgicos, apontam para
uma maior agressividade nos casos de carcinoma papilar
da tiredide com presenca da mutagdo. Nesse ambito, al-
guns grupos reportaram inclusivamente uma associacao
entre a mutagdo BRAF e indicadores de mau prognostico,
nomeadamente, a idade avangada a data do diagndstico
3647397982 maior incidéncia no género masculino®®, a
presenga de extensdo extra-tireoideia*’>%"%4% metastases
ganglionares*81.858889.91-99 oy 3 distdncia®™ e recidiva tu-
moral”#38586.9_ Contudo, outros ndo encontraram evidéncia
suficiente para apoiar essas correlagdes (Quadro 2).

A associacdo entre a idade e o género do doente com
a mutacdo BRAF tem sido alvo de controvérsia conside-
ravel. Nikiforova et al, 20034’ reportaram uma associag¢do
forte e estatisticamente significativa com o factor idade,
nomeadamente a idade avangada (P=0,0001), ao passo que
noutro estudo, realizado por Xu et al, 2003%, se constatou
uma correlacdo entre a mutagdo e pacientes do género
masculino (M=64% vs F=27%, P=0,038)

No que diz respeito ao factor tamanho da neoplasia,
a situagdo é controversa. Jo et al, 2006'%, constataram que
os CPT com BRAF mutado, eram de maiores dimensoes,
(P=0,01), em oposi¢do ao estudo de Xing et al, 2005%, que
sugeriu que o tamanho tumoral em carcinomas papilares
com mutagdo era substancialmente mais reduzido que
naqueles com BRAF ndo mutado. Este ultimo achado iria
de encontro, a uma grande prevaléncia de mutacdes BRAF
nos microcarcinomas papilares da tiredide, encontrada
noutro estudo'”.

Lee et al'3, numa metandlise publicada em 2007, refe-
rem que o0 BRAF mutado parece, de facto, ser um indicador
progndstico negativo no carcinoma papilar da tiredide.
Nesta andlise, constata-se a associagdo com factores como:
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Quadro 1 - Prevaléncia da mutagdo BRAFY*°E em alguns subtipos histologicos do CPT

Frequéncia (mutagio/total (%))

Estudo no. Referéncia
CPT total FCCPT VCACPT VFCPT
1 28/78 (36) - - - Kimura, 2003
2 21/56 (38) - - - Xu, 2003
3 23/50 (46) - - - Soares, 2003
4 49/170 (29) - - - Namba, 2003
5 40/76 (53) - - - Fukushima, 2003
6 45/119 (38) 28/53 (53) 6/6 (100) 2/30 (7) Nikiforova, 2003
7 45/124 (36) 28/53 (53) 1/3 (33) 0/32 (0) Trovisco, 2004
8 36/95 (38) 28/42 (67) - 6/51 (12) Cohen, 2004
9 24/60 (40) 19/35 (54) - - Puxeddu, 2004
10 8/16 (50) - - - Xing, 2004a
11 30/82 (37) - - - Nikiforova, 2004
12 18/56 (32) 18/47 (38) - 0/6 (0) Fugazzola, 2004
13 19/60 (32) - 11/14 (79) - Frattini, 2004
14 26/69 (38) 16/35 (45) 5/9 (55) 3/22 (14) Salvatore, 2004
15 58/70 (83) - - - Kim, 2004
16 37/72 (51) - - - Hayashida, 2004
17 7/15 (47) - - - Perren, 2004
18 4/12 (33) - - - Domingues, 2005
19 18/32 (58) 12/17 (71) - 6/12 (50) Powell, 2005
20 5/13 (38) 5/8 (62) - 0/5(0) Oler, 2005
21 38/61 (62) 36/52 (69) - 2/9 (22) Porra, 2005
22 55/176 (31) 33/72 (46) - 4/54 (7) Trovisco, 2005a
23 - 50/65 (77) - - Rosenbaum, 2005
24 68/79 (86) - - - Kim, 2005a
25 - 21/33 (64) - - Vasko, 2005
26 25/41 (61) - - - Giordano, 2005
27 - 31/60 (52) - - Kim, 2005h
28 107/219 (49) 81/125 (65) 14/16 (88) 11/77 (14) Xing, 2005
29 49/105 (47) 33/63 (52) 9/14 (64) 2/8 (25) Liu, 2005
30 24/43 (56) - - - Carta, 2006
31 19/43 (44) 14/31 (45) - 5/12 (42) Sapio, 2006
32 40/96 (42) 30/53 (57) 6/6 (100) 2/30 (7) Adeniram, 2006
33 28/67 (42) 18/35 (51) 4/5 (80) 5/25 (20) Riesco-Eizaguirre, 2006
34 58/100 (58) 51/82 (62) - 3/6 (50) Lee, 2006
35 - 15/20 (75) - 1/12 (8) Di Cristofaro, 2006a
36 16/25 (64) - - - Matsukuma, 2006
37 102/161 (63) - - - Jo, 2006
38 31/58 (54) 29/45 (64) - 2/13 (15) Jin, 2006
39 - 149/203 (73) - - Kim, 2006a
40 4/28 (14) 3/12 (25) 1/3 (33) 0/13 (0) Sargent, 2006
41 52/61 (87) 25/30 (83) 4/4 (100) 1/3 (33) Park, 2006
42 34/103 (33) - - - Kim, 2006
43 - 28/42 (67) - - Zuo, 2007
44 24/40 (55) - - - Abrosimov, 2007
45 38/64 (59) 38/61 (62) - 0/3 (0) Takahashi, 2007
46 41/91 (45) 17/35 (49) 14/21 (67) 9/35 (26) Ugolini, 2007
47 5/11 (45) - - - Erickson, 2007
48 56/93 (60) 48/66 (73) - 7/18 (39) Durante, 2007
49 12/25 (48) - - - Brzezianska, 2007
50 31/50 (62) 10/18 (56) 12/15 (80) 9/17 (53) Giannini, 2007
51 12/24 (50) - - 3/9 (33) Hay, 2007
52 26/40 (65) - - - Nakayama, 2007
53 133/274 (49) 126/245 (51) - 7/29 (24) Kebebew, 2007
54 88/214 (41) - - - Rodolico, 2007
55 7/17 (41) - - - Rodrigues, 2007
56 11/16 (69) 8/11 (73) 2/3 (67) 1/2 (50) Pizzolanti, 2007
57 214/500 (43) 56/82 (68) 32/40 (80) 21/112 (19) Lupi, 2007
58 15/55 (27) - - - Goutas, 2008
59 54/108 (50) 45/94 (48) 8/11 (73) 1/3 (33) Wang, 2008a
60 125/323 (39) 116/223 (52) 9/34 (26) 0/52 (0) Frasca, 2008
61 27/49 (55) 13/16 (81) - 6/17 (35) Costa, 2008
62 11/58 (19) - - - Wang, 20085
63 40/83 (48) 38/74 (51) 0/1 (0) 1/3 (33) Barzon, 2008
64 38/102 (37) - - - Elisei, 2008
65 17/35 (49) 15/26 (58) - 1/7 (14) Trovisco, 2008
66 30/40 (75) - - - Jo, 2009
67 42/54 (78) 41/52 (79) 0/1 (0) 1/1 (100) Henderson, 2009
68 88/101 (87) - - - Kim, 2009
69 24/64 (38) - 2/4 (50) - Lee, 2009
70 242/631 (38) 230/583 (39) 6/12 (50) 4/20 (20) Tto, 2009
71 58/120 (48) 48/73 (66) - 10/47 (21) Oler, 2009
72 20/49 (41) 20/43 (47) - 0/6 (0) Baitei, 2009
73 639/1032 (62) - - - Guan, 2009
74 153/230 (67) - - 16/613 (3) Park, 2009
75 - - - 3/30 (10) Santarpia, 2009
76 5/14 (36) - - - Chuang, 2009
77 48/74 (64) (85) - (13) Zatelli, 2009
78 - 123/311 (40) - - Pellegriti, 2009
79 99/199 (50) 22/33 (67) 30/36 (83) 7/58 (12) Yip, 2009
80 81/242 (33) 26/56 (46) - 7/53 (13) Sykorova, 2009
Total 3844/7890 (49) 1841/3415 (54) 176/258 (68) 169/1555 (11)
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(1) histotipo, sobretudo a variante de células altas (OR
4,319;95%1C:1,970-9,469; P=0,000), mas também com a
forma classica (OR 3,521; 95% IC:2,506-4,948; P=0,000)
€ uma associacdo negativa com a variante folicular (OR
0,153; 95% 1C:0,097-0,242; P=0,000), sugerindo que esta
mutacdo desempenhe um papel mais importante na tumori-
génese da variante de células altas e forma cléssica, do que
com outros histotipos, favorecendo o tipo ndo folicular; (2)
extensao extra-tireoideia (OR 1,958; 95% IC:1,515-2,530;
P=0,000); (3) metastizacdo ganglionar (OR 1,500; 95%
1C:0,992-2,268; P=0,055), traduzindo-se numa associa¢ao
no limiar da significincia estatistica. Porém, ndo foram
encontradas correlagdes entre a mutagdo e factores como
araca, idade e género do paciente, ou o tamanho do tumor.
Numa outra metanélise publicada no mesmo ano, Xing'*
corrobora, igualmente, a existéncia de associagdes positi-
vas entre a mutacdo BRAF e: (1) extensao extra-tircoideia
(OR 2,50; 95% 1C:2,11-2,97; P<0,001); (2) metastizagdo
ganglionar (OR 1,83; 95% IC:1,58-2,13; P<0,001), sendo
que o BRAF mutado foi por vezes encontrado em CPT
metastizados para os ganglios linfaticos, sem contudo
estar presente no tumor primario, levantando a hipdtese de
que possa ter ocorrido de novo nas células neoplasicas ja
metastizadas?. Estes estudos apoiam os dados compilados
nos Quadros 1 ¢ 2.

E importante mencionar que uma grande parte
dos estudos publicados ndo encontrou correlacao
estatisticamente significativa entre a mutagdo BRAF e
metastases a distancia*’8679%1%  provavelmente devido a
fraca metastizagao do carcinoma papilar para 6rgaos como
pulmdes, ossos e SNC, pelo que poucos estudos terdo um
numero de casos suficiente e passivel de ser estudado.
Contudo, os dois grandes estudos**™ que observaram
essa questdo, encontraram uma fraca associa¢do, embora
estatisticamente significativa (P=0,033 e P=0,045, respec-
tivamente), (Quadro 2).

No que respeita a associagdo BRAF mutado e recidiva
tumoral, esta foi avaliada em varios estudos que apre-
sentavam um tamanho amostral adequado. Um estudo
multicéntrico norte-americano, conduzido por Xing et al.,
2005%, num periodo de follow-up médio de 15 meses, no
qual foi analisada retrospectivamente a recidiva tumoral
em CPT primarios, constatou-se uma associagao positiva
entre a mutagao e existéncia da recidiva tumoral (P=0,004),
associacdo essa que continuava a existir € permanecia es-
tatisticamente significativa, mesmo apds ter sido feita uma
analise multivariada, ajustada aos mais comuns factores
clinico-patologicos de confusdo (incluindo subtipos his-
toldgicos e histdria de tratamento com iodo radioactivo),
com uma odds ratio de 4,0 (95% IC: 1,1-14,1; P=0,03).
Da mesma forma, um outro estudo norte-americano, com
follow-up médio de 72 meses, realizado por Kebebew et
al, 20077, confirmou uma correlagdo solida desses dois
factores (OR 2,31; 95% IC: 1,21-4,41; P=0,01) que, tal

como no estudo anterior, permaneceu significativa mesmo
apos analise multivariada ajustada aos preditores clinico-
-patolégicos mais convencionais de recidiva. De forma
analoga, outros dois estudos revelaram a associa¢do posi-
tiva entre 0 BRAF mutado e a taxa de recidiva, nomeada-
mente: um estudo coreano, realizado por Kim ez al., 2006%,
com tempo de seguimento médio de 88 meses, (P=0,037),
e um estudo espanhol, executado por Riesco-Eizaguirre
et al, 2006%, com um periodo de follow-up de 36 meses,
(P=0,02). Num estudo muito recente, Sykorova et al,
2009%, que também avaliou a presen¢a de BRAF mutado
em amostras de CPT referentes a 242 pacientes, alusivas
ao periodo de 1960-2007, evidenciou uma associagdo
forte e estatisticamente significativa entre a mutacdo e a
recidiva tumoral (P=0,008), tendo a analise multivariada
apoiado este resultado. Mais uma vez a metanalise de Xing,
2007'* vem de encontro aos dados obtidos (vide Quadro
2), demonstrando a existéncia de associagdo positiva entre
a mutagdo BRAF e a recidiva tumoral (OR 2,650; 95%
I1C:1,77-3,96; P<0,001).

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

No entanto, todos estes estudos referentes ao valor
progndstico da mutacdo BRAF apresentam algumas
limitagdes, que se traduzem desde logo, pelo facto das
associacodes estudadas ocorrerem com factores de mau
progndstico ou recidiva e ndo com o outcome final mais
importante, a mortalidade.

Em suma, a mutagdo BRAF pode vir a tornar-se num
marcador de prognostico informativo, que podera ser
prontamente detectado no material citologico ap6s BAAF,
tendo o potencial de melhorar a estratificacdo de risco e a
predicao de recidiva tumoral em pacientes afectados com
CPT, permitindo decisdes mais bem informadas acerca da
conduta terapéutica inicial e a longo prazo. Porém, para
confirmar este pressuposto, serdo necessarios estudos
multicéntricos prospectivos, de forma a clarificar o papel
da mutacdo BRAF como indicador clinico util da agressi-
vidade do carcinoma papilar>!>%,

Se estes estudos confirmarem a eficacia do BRAF mu-
tado na estratificagdo progndstica de pacientes com CPT, é
concebivel que, no futuro, a genotipagem pré-operatoria de
material proveniente de citologias aspirativas possa alterar
a abordagem cirurgica e as modalidades de tratamento
com iodo radioactivo, provavelmente implementando uma
disseccdo ganglionar mais agressiva e o uso de doses mais
elevadas de iodo radioactivo nos carcinomas papilares
BRAF positivos, podendo, ainda, condicionar um follow-up
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