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RESUMO

Palavras-chave: acromegalia, carcinoma papilifero de tireoide, BRAFY®"F
imuohistoquimica, IGF-1, galectina-3.

INTRODUCAO: Estudos epidemiolégicos sugerem que o carcinoma de tireoide seja a
neoplasia maligna mais frequente nos pacientes acromegalicos. Até este momento ndo ha
relatos de estudos avaliando marcadores moleculares do carcinoma papilifero de tireoide
(CPT) nessa populacdo. OBJETIVOS: Avaliar a associacdo entre acromegalia, presenca
da mutagio BRAFY®*, marcadores imunohistoquimicos (galectina-3 e IGF-1) e
caracteristicas clinico-patolégicas em pacientes acromegalicos com CPT. MATERIAL E
METODOS: Trata-se de um estudo transversal realizado no periodo de janeiro/09 a
dezembro/2011, onde 11 pacientes acromegalicos com CPT, provenientes de 5 centros
brasileiros de referéncia no tratamento da acromegalia foram comparados com 45
pacientes com CPT sem acromegalia. Foram estudadas varidveis clinicas e
histopatologicas do CPT. Utilizou-se cortes histologicos de CPT emblocados em parafina
para o estudo da mutacio BRAFY* e para a andlise imunohistoquimica dos marcadores
IGF-1 e galectina-3. Na analise utilizou-se os testes t de student e do qui-quadrado
(software SPSS, versdao 13.0 para Windows) (p<0,05). RESULTADOS: A idade média
dos pacientes acromegdlicos com CPT foi de 61,5 + 6,02 anos, sendo 72,7% do sexo
feminino. O tempo médio de diagnédstico da acromegalia foi de 7,7 + 3,90 anos, sendo o
intervalo entre o diagnostico da acromegalia e do CPT, em média, 3,4 + 2,71 anos. Os
niveis séricos de IGF-1 dos acromegalicos ao diagnostico do CPT foi de 417,0 ng/mL. Nao
houve diferenca quanto ao estadiamento TNM (Tumor, Nodule, Metastasis) e indice
prognostico AMES (Ages, Metastasis, Extent, Size) entre os grupos. Houve maior
prevaléncia da mutagdio BRAFY** (90,9% vs 55,6%; p=0,039) e de forte imunoexpressio
para IGF-1 (88,9% vs 38,1%; p= 0,017) nos acromegalicos. Ndo houve diferenca na
expressdo de galectina-3 entre os grupos. CONCLUSAOQ: Neste trabalho, pela primeira
vez se mostrou uma alta prevaléncia da mutagio BRAFV*" em CPT de acromegalicos,
muito superior a descrita na populacdo com CPT neste e em estudos anteriores (cerca de
40%). Contudo essa mutagao ndo se mostrou associada a um fendtipo mais agressivo do
tumor, o que diverge dos achados em populacdao ndao acromegalica com CPT. Conclui-se
que a acromegalia é possivelmente associada a mutagdo BRAFY™* em pacientes
acromegalicos com CPT. Novos estudos serdo necessarios para definir os mecanismos
responsaveis por tal associagao.
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ABSTRACT

Keywords: acromegaly, papillary thyroid carcinoma, BRAFV®", imuohistoquimica, IGF-
1, galectin-3.

INTRODUCTION: Epidemiological studies suggest that thyroid carcinoma is the most
common malignant neoplasm in acromegalic patients. At this moment there are no reports
of studies evaluating molecular markers of papillary thyroid carcinoma (PTC) in this
population. OBJECTIVES: The present work aimed to evaluate the association between
acromegaly, expression of the mutation BRAFY®* immunohistochemical markers
(galectin-3 and IGF-1), and clinical-pathological characteristics in acromegalic patients
with PTC. MATERIALS AND METHODS: This is a cross-sectional study conducted
from January/09 to December/2011, where 11 acromegalic patients with CPT, from 5
Brazilian centers of reference in the treatment of acromegaly were compared with 45
patients with acromegaly without PTC. We evaluated clinical and histopathological
variables of PTC. We used histological PTC embedded in paraffin for mutation study
BRAFV600E and immunohistochemical analysis of markers IGF-1 and galectin-3. In the
analysis we used the Student t test and chi-square test (SPSS software, version 13.0 for
Windows) (p <0.05). RESULTS: The average age of acromegalic patients with PTC was
61.5 + 6.02 years and 72.7% were female. The average time of diagnosis of acromegaly
was 7.7 + 3.90 years, and the interval between diagnosis of acromegaly and PTC was an
average 3.4 + 2.71 years. The serum levels of IGF-1 in the diagnosis of acromegaly PTC
was 417.0 ng / mL. There was no difference in the TNM (Tumor, Nodule, Metastasis) and
AMES prognostic index (Ages, Metastasis, Extent, Size) between groups. There was a
higher prevalence of the BRAFY*** mutation (90.9% vs 55.6%, p = 0.039) and stronger
immunohistochemical expression for IGF-1 (88.9% vs 38.1%, p = 0.017) in acromegaly.
There was no difference in the expression of galectin-3 between the groups.
CONCLUSION: This work for the first time showed a high prevalence of mutations in
BRAFV600E in PTC of acromegalic patients superior to those described in the population
with PTC in this and previous studies (approximately 40%). However, this mutation was
not associated with a more aggressive tumor phenotype, which differs from the findings in
acromegalic population without PTC. We conclude that acromegaly is possibly associated
to a mutation BRAFV600E in acromegalic patients with CPT. Further studies are needed
to define the mechanisms responsible for this association.
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1 INTRODUCAO

1.1 Acromegalia

Em 1886 Pierre Marie publicou a primeira descricdo clinica de alteracdo do
crescimento somatico e de proporcoes corpéreas e propos o nome “acromegalia”. Evans
e Long induziram gigantismo em ratos, injetando extratos de hipofise anterior,
confirmando a associacao entre um fator hipofisario e crescimento somatico
(MELMED, 2008).

Subsequentemente reconheceu-se que a doenca esta associada com um adenoma
hipofisario secretor de horménio de crescimento (GH), do que resultam disttrbios
decorrentes da lesdo central e efeitos periféricos pela exposicdo prolongada aos altos
niveis do GH (MELMED, 2010).

A acromegalia é uma doenga crénica, desfigurante e debilitante, que reduz a
expectativa de vida dos pacientes acometidos. O excesso de GH leva a um aumento da
producdo do fator de crescimento semelhante a insulina tipo I (IGF-1) em diversos
tecidos. Acomete individuos de qualquer faixa etaria, sendo mais comum entre os 30 e
50 anos de idade, atingindo igualmente homens e mulheres. A sua prevaléncia nao é
conhecida, mas dados de estudos europeus revelam uma estimativa de 40 a 70 casos por
milhdo de habitantes; e 3 a 4 novos casos por milhdo de habitantes por ano, o que
corresponde a cerca de 650 novos casos por ano no Brasil (MELMED, 2009)

A principal causa de acromegalia (mais de 90% dos casos) é o adenoma
hipofisario secretor de GH. Mais de 70% destes tumores sdao macroadenomas (tumores
maiores que 1 cm). Os adenomas somatotrdéficos crescem lentamente e a maioria dos
pacientes tem mais de 50 anos na ocasido do diagndstico. Raramente, a acromegalia
pode ser decorrente de secrecao anormal do hormonio liberador de GH (GHRH) por
tumores hipotalamicos ou extracranianos (MELMED, 2008).

As principais manifestacGes decorrentes do excesso de GH sdo alteragoes
cranio-faciais (alargamento da mandidula, separacdo dos dentes, prognatismo, fronte
proeminente e crescimento dos labios e nariz), aumento das extremidades, resisténcia a
insulina, intolerancia a glicose, diabete melito, hipertrigliceridemia, hipertensao arterial,
hipertrofia de ventriculo esquerdo, arritmias, acidente vascular cerebral, insuficiéncia
cardiaca congestiva, hipertrofia da mucosa e das cartilagens da laringe, macroglossia,

pneumomegalia, estreitamento das vias aéreas, apneia do sono central ou obstrutiva,
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irregularidade menstrual, infertilidade, disfuncdo erétil, artralgias, artropatia
degenerativa de joelhos, ombros, quadril e coluna lombar, sindrome do ttnel do carpo,
aumento do coxim calcaneo, visceromegalias, polipos intestinais e outras neoplasias
benignas e malignas (MELMED, 2008).

Além dos sintomas relacionados as acdes periféricas do GH e IGF-1, podem
ocorrer manifestacdes decorrentes do comprometimento central pelos efeitos de massa
do macroadenoma: cefaleia grave e debilitante, compressdo do quiasma levando a
defeitos do campo visual, sendo mais comum a hemianopsia bitemporal (MELMED,
2008).

O diagnostico € realizado através das dosagens plasmaticas de GH e IGF-1.
Valores de GH basal > 0,4 ng/mL e/ou IGF-1 elevado para sexo e idade indicam
rastreamento positivo para a doenca. O diagnostico é confirmado, em ndo diabéticos,
pela auséncia de supressao do GH para < 1,0 ng/mL no teste de tolerancia com 75g de
glicose e em diabéticos pelo GH médio (5 medidas a cada 30 min) > 2,5 ng/mL
(MELMED, 2010).

Por se tratar de uma doenca rara e de curso clinico insidioso, o diagndstico é
realizado tardiamente, em geral apds 10 anos de evolucdo, culminando em reducdo da
qualidade e da expectativa de vida dos individuos. A taxa de mortalidade é 2 a 4 vezes
maior do que a da populacdao geral, ocorrendo em 60% dos casos por complicacoes
cardiorrespiratorias, 25% por doencas respiratdrias e 15% por neoplasias (MELMED,
2008).

O tratamento visa eliminar o adenoma hipofiséario, suprimir a hipersecrecao de
GH e IGF-1 e manter normal a funcao da hipéfise anterior. Os efeitos da massa tumoral
devem ser aliviados, principalmente a compressdo do trato visual. Os niveis de GH e
IGF-1 devem ser normalizados, posto que niveis elevados de GH estdao associados com
aumento de mortalidade. A integridade da fungdo hipofisaria deve ser preservada e, se o
hipopituitarismo se desenvolver, a reposicdo permanente dos hormonios hipofisarios
precisa ser instituida (MELMED, 2008).

Viarias opgOes terapéuticas sdo preconizadas para a acromegalia: resseccao
cirdrgica transesfenoidal, tratamento medicamentoso com analogos da somatostatina,
agonistas dopaminérgicos e antagonistas do receptor do GH, além da radioterapia
(MELMED, 2010).

A cirurgia transesfenoidal é a 1° opgao terapéutica e o principal determinante de

sucesso € a experiéncia do neurocirurgido. Ela rapidamente alivia os sintomas, remove a
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massa tumoral, descomprime o quiasma Optico e alivia a cefaleia. Complicagoes pos-
operatorias podem ocorrer em até 10% dos pacientes e incluem: diabete insipido
permanente, fistula liquérica, meningite e hipopituitarismo. Entretanto, como como
mais de 70% dos tumores é macroadenomas, a maioria dos pacientes ndo consegue um
controle bioquimico satisfatério (GH basal < 2,5 mcg/L. e IGF-1 normal para o sexo e a
idade), necessitando de outras opg¢oes de tratamento (VIEIRA NETO et al.,2011).

No que se refere a terapéutica medicamentosa destacam-se: 1) Andlogos da
somatostatina: Octreotide — é um analogo octapeptidio da somatostatina nativa, que se
liga seletivamente ao subtipo de receptor SSTR2 da somatostatina. A droga inibe a
secrecdo hipofisaria de GH, suprime a producdao hepatica de IGF-1, controla o
crescimento tumoral e alivia os sintomas em mais de 50% dos pacientes; 2) Agonistas
dopaminérgicos: Doses elevadas de agonistas dopaminérgicos, isoladas ou associadas
aos analogos da somatostatina, tém sido preconizadas como op¢ao terapéutica. A droga
utilizada atualmente é a cabergolina, que normaliza os niveis de GH em mais de um
terco dos casos. As melhores respostas mostram-se nos pacientes que tém,
concomitantemente, elevacdo de prolactina e GH basal ndo muito elevado; 3)
Antagonistas do receptor do GH: Pegvisoman — inibe diretamente a acdo do GH na
periferia, suprimindo a geracao periférica de IGF-1 em mais de 90% dos acromegalicos.
Nao tem acdo sobre a secrecao de GH pelo adenoma hipofisario, de modo que o GH
mantém-se elevado. Dest’arte, o controle bioquimico do tratamento é realizado pela
dosagem de IGF-1 sérico. 4) Radioterapia: A radioterapia hipofisaria convencional pode
ser realizada por radiacdo externa, com uma fonte de cobalto 60 ou ciclotron,
administrada em dose total de 4.500 a 5.000 rad, fracionada em um periodo de 6
semanas. Mais recentemente, passou-se a empregar a ablacdo estereotdxica do tumor
hipofisario, com irradiacdo tumoral mais efetiva e menos danosa aos tecidos
circunvizinhos. A radiocirurgia gama knife é uma nova técnica promissora, bem como a
terapia com proto-bean, ainda nao disponiveis na maioria dos centros. Com o0 emprego

da radioterapia a diminuicdo do GH é lenta, em média 20% ao ano (MELMED, 2010).

1.2 Papel do GH e IGF-1 na patogénese da proliferacao celular e desenvolvimento

de neoplasias

A relagao entre excesso de GH e cancer foi suspeitada ha cinco décadas apds a

realizacdo de estudos em ratos hipofisectomisados submetidos a reposicao de GH. O
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tratamento com altas doses deste hormdnio induziu o surgimento de neoplasias nestes
modelos experimentais (CLAYTON et al,, 2011). Em meados da década de 80,
apareceram relatos sugerindo que pacientes com acromegalia poderiam apresentar
aumento de mortalidade por cancer, notadamente cancer colorretal (RENEHAN;

O'DWYER; SHALET, 2000). Adicionalmente, estudos populacionais mostram aumento

discreto de risco de cancer em pessoas com niveis de IGF-1 no limite superior da
normalidade, quando comparados aqueles cujos valores se encontram no limite inferior
da normalidade (FUCHS et al.,2008).

A maior parte das neoplasias malignas deriva de células epiteliais, e expressam
genes codificadores do receptor de insulina e do receptor de IGF-1. Isto leva a uma
situacdao onde ndo apenas receptores de insulina e IGF-1, mas também receptores
hibridos encontram-se expressos na superficie celular. Estes se ligam a insulina, IGF-1 e
IGF-2 (PANDINI et al.,2007). O receptor de IGF-2 ndo sofre traducdo, mas serve como
limitador de crescimento ao competir com o receptor de IGF-1 (FUCHS et al, 2008).

Quantidades substanciais de IGF-1 e IGF-2 sdo localmente produzidas pelo
tecido neoplasico de maneira autdcrina ou paracrina, e isto prové uma fonte destes
ligantes suplementar a producao endocrina. Também presentes no liquido extracelular,
encontram-se as proteinas ligadoras de IGF (IGFBP) e suas proteases, que regulam a
biodisponibilidade de IGF-1 e IGF-2 (FIRTH et al., 2002; FUCHS et al 2008).

Em nivel celular, a sinalizacdo do IGF-1 ativa seu receptor com atividade
quinase, levando a sua fosforilacdo assim como de outros substratos, incluindo as
proteinas IRS (Insulin Receptor Substrate) e Shc. Através destas reacOes de
fosforilacdo, a sinalizacdo do IGF-1 é traduzida em um complexo sistema de quinases
serina/treonina e lipides intracelulares, que sdo responsaveis pela sua atividade
mitogénica e antiapoptética (LAVIOLA; NATALICCHIO; GIORGINO, 2007).
Promove ainda, um aumento de angiogénese, linfangiogénese e da motilidade celular.
Adicionalmente, desempenha um papel na regulacdo da diferenciacdo celular e do seu
citoesqueleto, potencializando os efeitos de outros fatores de crescimento (RENEHAN,
A.; ODWYER, S.; SHALET, S. 2000).

Finalmente, a influéncia do hiperinsulinismo do hospedeiro no comportamento
do cancer tem sido testada em experimentos recentes, evidenciando que a expressao de
receptores de insulina, assim como de receptores hibridos, sdo importantes mediadores
de proliferacdo e protecdo contra apoptose (PANDINI et al., 2007); além disso, é

possivel que possa promover indiretamente carcinogénese, através da reducdao hepatica


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Renehan%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10733316
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shalet%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10733316
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de IGFBP-1 e possivelmente IGFBP-2, resultando em aumento dos niveis circulantes de
IGF-1 livre e bioativo (SUIKKARI, 1998; BONI-SCHNETZLER, 1990;
GIOVANNUCCI, 1995 apud CLAYTON et al.,, 2011). Estes achados podem ter
implicacdes importantes, tanto para a prevencao quanto para o tratamento de neoplasias
comuns, através de mudancas de estilo de vida e/ou medidas farmacol6gicas para evitar

risco aumentado de cancer (PANDINI et al., 2007).

1.3 Associacdo entre Acromegalia, IGF-1 e Doencas Proliferativas da Tireoide

A prevaléncia de bocio entre acromegalicos é aumentada, variando de 11% a
92% em diferentes séries, a depender do método empregado, se palpacdo ou
ultrassonografia (LOEPER; EZZAT, 2007). Para exemplificar, em 2002 foi realizado
um estudo multicéntrico italiano onde foram analisados 258 pacientes com acromegalia,
dos quais 78% apresentavam alguma alteracdo tireoidiana, particularmente bdcio
nodular atéxico (GASPERI et al., 2002). Resultado semelhante foi encontrado por Tita
et al. (2005), cuja prevaléncia de bocio difuso e nodular totalizou 82%. Em
concordancia com estes estudos, série de 124 pacientes com acromegalia diagnosticados
no Nordeste do Brasil apresentou prevaléncia de alteracdo tiroidiana em torno de 74%,
incluindo principalmente bécio nodular (54,0%) e difuso (20,2%) (DOS SANTOS et
al., 2012)

Em relagdo ao cancer de tireoide, estudos epidemioldgicos relataram um
aumento do risco deste cancer em acromegalicos quando comparados a populacdo geral
(ORME et al., 1998; BARIS et al., 2002). Ainda no estudo de Gasperi et al. (2002)
foram encontrados 3 casos de carcinoma papilifero (1,2%); prevaléncia esta
discretamente aumentada em relacdo a populagdo geral. Baris et al. (2002) reforcaram
estes achados ao estudar 1634 pacientes com acromegalia, evidenciando um aumento de

3,7 vezes no risco de neoplasia de tireoide neste grupo (IC95% 1,8-10,9).

1.4 Carcinoma de tireoide

O carcinoma de tireoide é o mais prevalente dos tumores malignos do sistema
endécrino e compreende as neoplasias originarias da célula folicular ou da célula
parafolicular, acometendo aproximadamente 5% dos nddulos da tireoide. A incidéncia

de cancer de tireoide, principalmente de carcinomas diferenciados, vem aumentando
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progressivamente nos ultimos anos em todo o mundo. Nos Estados Unidos, o aumento
na incidéncia é o mais rdpido entre os tipos de cancer humanos comuns, com uma
incidéncia atual de 33.550 casos por ano e uma prevaléncia de 366.466 casos
(SCHLUMBERGER, 2008).

Os principais subtipos histolégicos sdo o carcinoma papilifero de tireoide (CPT),
o carcinoma folicular e o carcinoma anaplasico. O CPT é o subtipo mais comum,
respondendo por mais de 80% de todas as neoplasias malignas desta glandula. O
aumento da incidéncia de cancer de tireoide é quase inteiramente atribuido ao
diagnéstico aumentado do CPT, especialmente das pequenas lesoes de CPT
(SCHLUMBERGER, 2008).

As lesOes neoplasicas da tireoide podem ser subdivididas de acordo com a sua

classificagdo histoldgica, conforme demonstrado no quadro 1.

Tumores primarios epiteliais Benignos

Adenoma folicular

Malignos

Carcinoma papilifero
Carcinoma folicular

Carcinoma indiferenciado (anaplasico)

Tumores de células C Carcinoma medular

Tumores mistos de células Carcinoma medular-folicular

foliculares e células C

Tumores primarios ndo-epiteliais | Linfomas malignos

Sarcomas

Tumores secundarios metastaticos

Quadro 1 — Classificacao histolégica do Carcinoma de Tireoide.
Fonte: Williams Textbook of Endocrinology. 11.ed..

O carcinoma diferenciado da tireoide, incluindo o CPT, é relativamente
indolente e altamente curavel. No entanto, uma taxa de recorréncia significativa, cerca
de 20% em 10 anos e 30% em 30 anos de seguimento, é observada apds o tratamento
inicial. O impacto psicossocial e econdmico da reincidéncia pode ser significativo e a
qualidade de vida dos pacientes com carcinoma de tireoide recorrente pode ser
comprometida. Apesar do carcinoma de tireoide apresentar uma baixa taxa de
mortalidade com o tratamento cirirgico em conjunto com a terapia de ablacdo com

radioiodo, abordagem altamente curativa para a maioria dos pacientes, algumas pessoas
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ainda morrem por esta condicdo. A taxa atual de mortalidade nos Estados Unidos é de
1.530 casos por ano. Os pacientes apresentam maiores taxas de mortalidade quando o
carcinoma torna-se cirurgicamente inoperavel e quando perde a avidez por radioiodo.
Ndo ha atualmente tratamento curativo para este grupo. O manejo adequado dos
pacientes, baseado em estratificacdo de risco e avaliacdao prognostica, é importante para
reduzir a taxa de recorréncia, bem como a morbidade e mortalidade por carcinoma de
tireoide (SCHLUMBERGER, 2008).

O estadiamento das lesoes tireoidianas é realizado de acordo com o sistema
TNM, que utiliza trés componentes principais: (1) extensdao do tumor primario (T), (2)
auséncia ou presenca de metastases em linfonodos regionais (N), e (3) auséncia ou
presenca de metastases a distancia(M). Além destes critérios, para o estadiamento das
lesGes diferenciadas da tireoide, carcinoma papilifero e folicular, sdo utilizados a idade e
o subtipo histolégico, devido a importancia destes elementos na predicao do
comportamento e prognoéstico do cancer de tireoide. O sistema TNM e o estadiamento
estdo descritos nos quadros 2 e 3 (SCHLUMBERGER, 2008).

Além do estadiamento TNM, destaca-se o emprego do Indice Prognéstico
AMES, que foi criado em 1998 por Candy e Rossi, na Clinica Lahey. Tem como
fundamento a analise multifatorial dos fatores prognosticos do cancer de tireoide. Seu
nome deriva das iniciais, na lingua inglesa, dos quatro fatores avaliados: idade (Age),
presenca de metastase a distancia(Metastasis), extravasamento capsular (Extent) e
tamanho do tumor primario (Size). Os pacientes sdo divididos em dois grupos, de

acordo com o risco de mortalidade: alto e baixo risco. (Quadro 4)
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Tumor primario (T) TO

Tx

T1

T2

T3

T4  (qualquer
tamanho que
ultrapasse a
capsula
tireoidea)

Linfaticos NO

(N)

regionais
Nx

N1 Metastase
em linfonodos
regionais

Metastases (M) MO

M1l

Nao hé evidéncia de tumor primario

Nenhuma evidéncia de tumor primario

Q-

a) Tumor < 1 centimetro limitado
tireoide
b) Tumor de 1 a 2 centimetros limitado a

tireoide

Tumor > 2 a < 4 centimetros limitado a
tireoide

Tumor > 4 cm limitado a tireoide ou qualquer
tumor com extensdo extratireoideana minima

a) Tumor de qualquer tamanho com
extensao além da capsula da tireoide e
que invade qualquer das seguintes
estruturas: tecido celular subcutaneo,
laringe, traquéia, esofago, nervo
laringeo recorrente

b) Tumor que invade fascia pré-vertebral,
vasos mediastinais ou artéria carétida

Sem metastases em linfonodos regionais
Indeterminado (ndo avaliado)
a) metastases em linfonodos pré-

traqueais e paratraqueais, incluindo
linfonodos pré-laringeos

b) metastases em outros linfonodos
cervicais unilaterais, bilaterais ou
contralaterais ou linfonodos

mediastinais superiores
Auséncia de metastases a distancia

Metéastase a distancia

Quadro 2 — Sistema TNM para Carcinoma de Tireoide.

Idade <45 anos Estagio I

Qualquer T, qualquer N, MO

Estagio 11

Qualquer T, qualquer N, M1
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Estagio III Nenhum
Estagio IV Nenhum
Idade >45 anos Estagio I Nenhum
Estagio II T2, NO, MO
Estagio 111 T3, NO, MO
T1-3, Nla, MO
Estagio IV IVA: T1-3, N1b, MO
T4a, qualquer N, MO;
IVB: T4b, qualquer N, MO
IVC: qualquer T, qualquer N, M1

Quadro 3 — Estadiamento TNM para Carcinoma de Tireoide

Fonte: De Beahrs OH, Henson DE, RVP Hutter et al. Manual para o estadiamento do cancer. Philadelphia
JB Lippincott, 1992. Comissdao Mista Americana de Cancer. Tireoide. No Manual do AJCC Cancer
Staging, 6 * ed. New York: Springer, 2002:89-98. * Para classificar como NO, pelo menos seis linfonodos
devem ser examinados a histologia. Caso contrario, a doenca é classificada como Nx.

Baixo risco Alto risco
Sexo masculino < 41 anos e sexo feminino < Sexo masculino ou feminino, qualquer
51 anos sem metastases a distancia; idade, com metastases a distancia;

Sexo masculino > 41 anos ou sexo feminino > Sexo masculino > 41 anos ou sexo

51 anos com: feminino > 51 anos com:

Carcinoma papilifero intratireoidiano ou Carcinoma papilifero com extensao
carcinoma folicular minimamente invasivo e extratireoidiana ou carcinoma folicular
tumor primario menor do que 5,0 cm e extensamente invasivo e/ou tumor
auséncia de metastases a distancia primario maior ou igual a 5,0 cm

Quadro 4: Indice prognéstico AMES.

Fonte: Candy B, Rossi R. Na expanded view of risk-group definition in differentiated thyroid
carcinoma. Surgery. 1988; 104:947-53. AMES (age of the patient, metastases of the tumor, extent
of primary tumor, size of the tumor)

1.5 Carcinoma Papilifero de Tireoide (CPT)

O CPT é definido como um tumor epitelial maligno que apresenta evidéncias de

diferenciacdo das células foliculares, caracterizado pela formacdo de papilas e/ou um
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conjunto de alteragdes nucleares tipicas. Microcarcinoma papilifero da tireoide é
definido pela Organizagdo Mundial de Saide (OMS) como um CPT < 1,0 cm de
diametro (SCHLUMBERGER, 2008).

O CPT é a neoplasia maligna mais comum desta glandula, correspondendo a
50% a 90% dos casos de carcinomas diferenciados da tireoide em todo o mundo (HAY,
1990). Vem sendo observado aumento da incidéncia do CPT nos ultimos anos, em
diversos paises, especialmente do microcarcinoma papilifero. Nos Estados Unidos,
ocorreram 10.000 casos em 1980, mas cerca de 22.000 casos foram estimados em 2004.
A despeito deste aumento de incidéncia, a taxa de mortalidade esta declinando
(COLONNA et al.,2002).

Embora o CPT possa acometer individuos de qualquer idade, a maioria dos
casos ocorre em pacientes entre 30 e 50 anos (idade média de 45 anos). As mulheres sdo
afetadas com maior freqiiéncia (60% a 80%), com uma razdo feminino / masculino de

4:1 (COLONNA, et al.,2002).

1.5.1 Apresentacao clinica e diagnéstico do CPT

O CPT usualmente se apresenta como um nédulo tireoidiano (frio a cintilografia
da tireoide) ou como linfadenopatia cervical. Em areas com suficiéncia de iodo, o CPT
usualmente se manifesta como um nédulo palpavel solitario em uma glandula
tireoidiana relativamente normal. Estudos diagnoésticos realizados para outros fins,
como ultrassonografia cervical, tomografia computadorizada e ressonancia magnética,
tém revelado numerosos nodulos tireoidianos incidentais nao-palpaveis. Estes nodulos
impalpaveis, que podem se revelar malignos, correspondem aos pequenos focos de CPT
encontrados como achado incidental em pecas de tireoidectomias ou aut6psias. O
significado clinico destes nédulos impalpaveis é insignificante, tendo em vista que
provavelmente nao alteram a sobrevida normal dos pacientes (SCHLUMBERGER,
2008).

Ao diagnostico, a maioria das lesoes de CPT mede de 1 a 4 cm de tamanho. A
neoplasia freqiientemente é multifocal, podendo ser bilateral em 20% a 80% dos casos,
dependendo da série. Estudos recentes tém sugerido que a lesdo de CPT contralateral
pode ter uma origem clonal independente (SHATTUCK et al., 2005).

Invasdo extratireoidiana dos tecidos moles adjacentes esta presente em cerca de

15% dos pacientes a época da primeira cirurgia (variagdo de 5% a 34%). Como a
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disseminagdo preferencial é por via linfatica, cerca de um terco dos pacientes tém
linfadenopatia clinicamente evidente na apresentacdo e aproximadamente 35% a 50%
dos linfonodos cervicais excisados tém evidéncia histol6gica de envolvimento. Somente
1% a 7% dos pacientes tém metastases a distanciano momento do diagnoéstico. Os testes
de funcdo tireoidiana raramente sdo alterados em pacientes com CPT
(SCHLUMBERGER, 2008).

De uma maneira geral, a sobrevida em 5 anos é excelente, maior que 90%,
especialmente entre os pacientes com menos de 45 anos. Somente uma pequena
proporc¢do dos pacientes com CPT (cerca de 15%) apresenta recidiva da doencga, e uma
fracdo ainda menor (cerca de 5%) tém evolucdo para mortalidade. Excepcionalmente,
pacientes com CPT que tém um curso mais agressivo, tendem a experimentar recidiva
precoce. Aumento da idade e presenca de invasdo extratireoidiana sdo os principais
fatores prognosticos independentes para recidiva da doenca em todos os estudos. A
presenca de metastase a distanciae de grande tamanho inicial do tumor primdrio também
sdo variaveis significativas na maioria dos estudos e alguns grupos relataram que o grau
de diferenciacdo € uma variavel independente. A presenca de linfadenopatia cervical
inicial, embora relevante para a recorréncia nodal no futuro, ndo influencia da
mortalidade (SCHLUMBERGER, 2008).

A estratificacdo de risco para o CPT é realizada atualmente através da avaliacdo
clinica convencional, sendo considerados classicos fatores de alto risco, a idade do
paciente no momento do diagnéstico, sexo masculino, tamanho do tumor, invasdo
extratireoidiana, metastase para linfonodos e doenca avangada. Cada um destes fatores
de risco clinico-patoldgicos tem mostrado ser associado com um aumento de risco para
a progressao e recorréncia, e até mesmo para aumento da morbimortalidade por cancer
de tireoide. Atualmente, a estratificacdo do risco de acordo com estes critérios clinico-
patologicos é considerada primordial na determinacdo da extensdo do tratamento inicial,

e do grau de vigilancia no acompanhamento do paciente (SCHLUMBERGER, 2008).

1.5.2 Patologia do CPT

O CPT exibe uma variedade de padrées macroscopicos. A maioria das lesdes sao

massas cinza-brancacentas, com bordos irregulares, mostrando infiltracdo do
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parénquima tireoidiano adjacente. Algumas lesdes apresentam calcificacdes e
ocasionalmente podem demonstrar formagdo de tecido ésseo. O tamanho varia de
milimetros a varios centimetros. Muitas vezes podem ser multifocais. Alguns tumores
mostram areas cisticas, mas somente raramente, € inteiramente cistico. O CPT pode
apresentar extensao direta para a gordura peritireoidiana, musculo esquelético, es6fago,
laringe e traqueia (AKSLEN et al.,,2000).

As caracteristicas histopatolégicas do CPT incluem a presenca de ntcleos
alargados, de forma oval, alongados e sobrepostos. O nucléolo tipicamente mostra-se
claro ou com uma aparéncia de vidro-fosco. Nos tumores com estruturas papiliferas
complexas, o diagnostico de CPT baseia-se nas caracteristicas nucleares, que estdo
presentes na maioria dos casos (SCHLUMBERGER, 2008).

Arquitetura papilifera, quando presente, é tipicamente complexa com borda em
escova. Em casos ocasionais, as papilas podem se apresentar edemaciadas. As papilas
sdo cobertas por epitélio com alteracio de polaridade e citoplasma palido ou
eosinofilico. Metaplasia escamosa é comum. Outros padrdes arquiteturais
frequentemente coexistem com as papilas e é incomum encontrar um padrdo de
crescimento papilifero puro. Estes padroes usualmente incluem foliculos de tamanho
variado, além de padrdes trabeculares e solidos. Os tumores podem ainda ser cisticos.
Os corpos psamomatosos sdo estruturas arredondadas com calcificacdes laminares
conceéntricas encontradas em associacdo com as células tumorais, espacos linfaticos ou
estroma tumoral. Esclerose intratumoral e infiltracdo linfocitica peritumoral sdo
encontradas frequentemente. As papilas devem ser diferenciadas das estruturas
papiliferas ocasionalmente encontradas em bdcios nodulares ou adenomas foliculares
com papilas. O nucléolo destas condi¢oes sdao arredondados, situados lateralmente no
citoplasma e ndo apresentam as caracteristicas encontradas no CPT
(SCHLUMBERGER, 2008).

Existem varios subtipos de CPT com caracteristicas histolégicas especificas.
Entre estes subtipos pode-se citar: variante classica, folicular, macrofolicular,
oncocitica, células altas, células claras, esclerosante difusa, células colunares, soélida,
cribriforme, insular, mucoepiderméide, células gigantes e carcinoma misto papilar-
medular (HAY, 2002).

A maioria dos subtipos apresenta evolucao e prognostico semelhantes, com
excecdo das variantes células altas e células colunares, que sdao mais agressivas. Além

disso, existe controvérsia em relacdo a maior agressividade da variante esclerosante
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difusa, caracterizada pelo envolvimento difuso de um ou ambos os l6bulos da tireoide,
com invasao linfatica generalizada, fibrose proeminente e infiltracao linfoide (HAY,
2002).

As lesdes de CPT sdo reativas para citoqueratina (CK), tireoglobulina (Tg) e
fator de transcricdo da tireoide-1 (TTF-1), mas sdo negativas para cromogranina A e
sinaptofisina. Outros marcadores imunohistoquimicos tem sido avaliados para uso no
diagnostico do CPT, entre eles pode-se citar: proteina S100, HLA-DR, receptor de
estrogeno, CK de alto peso molecular, CK19 e RET. Outros marcadores sugestivos de
malignidade em lesdes papiliferas incluem HBME-1 e galectina-3. No entanto, estes
marcadores ndo sdo especificos destes tumores. CK19 tem sido largamente utilizado
como marcador para CPT, mas existem relatos de marcagdao positiva para CK19 na
tireoidite linfocitica cronica e em locais de puncdo aspirativa prévia. O uso de
imunohistoquimica para RET, a fim de se identificar a expressdo do rearranjo RET /
PTC, depende da disponibilidade e sensibilidade dos anticorpos (SCHLUMBERGER,
2008).

Tumores metastaticos usualmente exibem perda de p27 e superexpressdao de
ciclina D1, enquanto CPT ndo-metastaticos sdo positivos para p27 e negativos para
ciclina D1. Metastases de CPT sdo positivos para TTF-1 e Tg, enquanto tumores
pulmonares primarios podem ser positivos para TTF-1 e negativos para Tg. Metastases
de CPT em sitios extrapulmonares sao negativos para TTF-1 e Tg (SCHLUMBERGER,
2008).

1.5.3. Galectina-3

As galectinas compreendem uma familia de proteinas estruturalmente
relacionadas e definidas por pelo menos um dominio de reconhecimento de hidrato de
carbono com uma afinidade para p-galactosideos. Até o momento 14 galectinas
diferentes foram caracterizadas. Elas sdo proteinas citosOlicas que podem ser
translocadas para o nicleo, em vesiculas, ou acumular-se em sitios sub-citosolicos
(THAN et al.,2008).

Devido ao potencial das galectinas em participar da adesdao célula-célula e
célula-matriz, regulacdo do crescimento e processos internos, tais como pré-mRNA
splicing, é deduzido que esta familia de lectinas deve estar envolvida em processos de

expressao patologica (HUGHES, 2001). Varios pesquisadores tém relatado a expressao
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de galectina em tecido tireoidiano humano normal e em tumores da tireoide
(CHIARIOTTT et al.,1995). Xu et al (1995) examinaram a expressao da galectina-1 e
galectina-3 em varios tecidos neoplasicos e ndo neoplasicos e observaram expressao
aumentada de ambas em todos tipos de neoplasias da tireoide de origem epitelial. Altos
niveis de galectina-1 e 3 foram encontrados em CPT, mas ndo em carcinomas
foliculares, adenomas foliculares ou em tecido tireoidiano normal (KAWACHI et al.,
2000). Foi sugerido que essas diferentes expressdes de galectina-3 entre as neoplasias
da tireoide estariam relacionadas com diferentes comportamentos biol6gicos, embora os
mecanismos de regulacdo da galectina-3 ndo sejam bem compreendidos. Entre varias
galectinas, galectina-1, galectina-3 e galectina-7 sdo de interesse na malignidade

tireoidiana (DANGUY et al., 2002).

1.5.4 Patogénese Molecular: via MAPK / ERK quinase

O esforco em melhorar o panorama dos indicadores diagnosticos e prognosticos
de carcinomas de tireoide tem focado no uso do perfil molecular e imunohistoquimico
para caracterizacdo dos tumores. De maneira geral, as anormalidades estruturais dos
cromossomos podem ocorrer em cerca de 50% dos casos de CPT. As alteragcdes
genéticas mais comuns envolvem os genes RET, BRAF e TRK, gerando um potente
agente mitogénico indutor de transformacdo maligna, que se alinham na via de
sinalizacdo MAP-kinase (SANTORO; MELLILO; FUSCO, 2006).

A via MAPK/ERK quinase (RET / PTC — RAS — RAF — MEK - ERK) é uma
classica via de sinalizacdo intracelular que desempenha um papel fundamental sobre as
funcdes celulares de proliferacao, diferenciacdo, apoptose e sobrevivéncia e, quando
aberrantemente ativada, sobre a tumorigénese (MACCORKLE; TAN, 2005; TORII et
al., 2004). A ativacao fisiologica dessa via é desencadeada por uma grande variedade de
fatores de crescimento, hormonios e citocinas, através de seus receptores na membrana
celular. Em células normais, a ativacao da RAF-quinase ocorre através da interacao
direta com um receptor de membrana ligado a proteina G. Uma vez ativada, a RAF-
quinase fosforila e ativa a MEK, e esta, por sua vez, fosforila e ativa a ERK. A ERK
ativada fosforila moléculas de proteina no ntcleo e, finalmente, altera a expressao
génica com conseqiientes mudangas nas atividades biol6gicas da célula (figural). A
ativacdo anormal da via MAPK tem sido observada em muitos tipos de cancer humano

(SEBOLT-LEOPOLD; HERRERA 2004). Ademais, a via de sinalizacdo MAPK é uma
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das principais vias mitogénicas da célula folicular tireoidiana, e respondem a estimulos

de diferentes fatores de crescimento ou pela alteracdo constitutiva do gene RET,

ativando a cascata RAF — RAS — MEK — ERK. Muta¢des que afetam esta via sdo

consideradas como o inicio de eventos moleculares do CPT, encontrando-se ativada em

aproximadamente 80% dos CPTs esporadicos ou induzidos por radiacdo. No entanto,

uma parte importante das neoplasias de tireoide ndao tem um defeito genético

identificavel (SEBOLT-LEOPOLD; HERRERA 2004).

Sinalizacao mitogénica
extra-celular

Expressao génica
__alterada _

]

Proliferacao, crescimento e
sobrevivéncia e tumorigénese

malislmu smam A nTo

Figura 1. Ilustracao esquematica da via MAPK.

Fonte: Adaptado de XING, 2007.

1.6 Papel da mutacao BRAFY*"** no CPT

A sinalizacdao € iniciada no receptor de
membrana da célula apds estimulagdo por
sinais mitogénicos extracelulares (por
exemplo, fatores de crescimento). Apos a
ativacao por ligacdo com GTP, a proteina
interage com a proteina Ras e ativa a
proteina Raf quinase. O BRAF ativado
fosforila e ativa duas MEKs, MEKI1 e
MEK?2. Estas fosforilam e ativam os dois
ERKs que se seguem imediatamente,
ERK1 e ERK2. Estas subsequentemente
fosforilam as proteinas que se seguem,
muitas das quais sdo quinases, levando a
alteracOes na expressdo de varios genes
nucleares envolvidos na proliferacdo
celular, crescimento, sobrevivéncia e
tumorigénese. Ressalta-se que a proteina
recombinante RET / PTC pode ativar a via
MAPK por meio de um passo antes da Ras.

O gene BRAF é um proto-oncogene localizado no cromossomo 7q34, também

denominado V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1. Este gene codifica a B-

Raf quinase, uma proteina que pertence a familia das proteino-quinases serina/treonina,

que tem como funcdo a regulacdo da via de sinalizacio MAPK/ERK. Mutacdes deste
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gene foram identificadas como uma das principais causas de ativagdo aberrante da via
MAPK no cancer humano (DAVIES et al., 2002; MERCER; PRITCHARD, 2003).

Desde 2002, associacdo entre mutacoes no gene BRAF e neoplasias tem sido
descrita, sendo identificadas em 43 linhagens celulares de cancer, incluindo melanoma,
cancer colorretal, gliomas, cancer de pulmao, sarcomas, carcinoma de ovario, cancer de
mama e hepatocarcinomas. (DAVIES et al., 2002).

Em 2003, Kimura et al., descreveram pela primeira vez na literatura que a
mutacdo BRAF ¢é a alteracdo genética predominante no CPT, presente em 40% dos
casos. Estudos subsequentes tém confirmado estes dados. Namba et al. (2003)
descreveram a mutacdo BRAF no carcinoma de tireoide, determinaram sua ocorréncia —
24,6% (51 de 207 tumores) — e sua correlacdo com parametros clinico-patolégicos em
126 pacientes com CPT, demonstrando que a mutacao BRAF apresentava correlacao
significativa com metastase (p=0,033) e estagio clinico (p=0,049).

Desde a descoberta inicial da mutacdo BRAF, foram identificados mais de 40
mutacbes no gene BRAF, entre as quais a mutagdo de ponto T1799A (BRAF™7*),
considerada a mutagdo mais comum, representando mais de 90% de todas as mutagoes
encontradas no gene BRAF (DAVIES et al., 2002).

Esta mutacdo decorre da substituicio do nucleotideo timina por adenina na
posicao 1799 do gene BRAF, resultando na substituicdo de valina por glutamato no
codon 600 (V60OE) da proteina BRAF, resultando em ativagao constitutiva e
oncogénica da BRAF quinase mutante (WAN et al., 2004). Outras mutacdes de BRAF
sO raramente sdo encontradas no cancer da tireoide, como o BRAFY®* KG601E,
AKAP9-BRAFY  V599ins BRAF'** BRAF"®F V6% K601del e uma mutagdo
recentemente caracterizada, V600D_FGLAT601-605ins, resultante de uma insercdo de
18 nucleotideos no T1799 de nucleotideos do gene BRAF. Assim, a mutacdo T1799A é
a principal mutacdo BRAF identificada no cancer da tireoide (HOU; LIU; XING, 2007;
MORETI et al, 2006; OLER et al., 2005).

A mutagdo BRAFY® é uma alteragdo genética somdtica e ndo uma mutacgdo da
linha germinativa em cancer de tireoide familiar. Outro achado surpreendente na
mutagdio BRAFY®* ¢ a sua ocorréncia exclusiva em CPT ou carcinoma anaplasico
derivado de CPT, com uma prevaléncia média de 44% no CPT e 24% nos anaplasicos
derivados de CPT (HOU; XING, 2006; XING, 2005).

FVGOOE

A alta prevaléncia e a alta especificidade da mutagdio BRA no CPT sugere

um papel patogénico fundamental desta mutacdo em CPT, o que trouxe um grande


http://omim.org/entry/164757#reference43
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entusiasmo nos ultimos anos sobre a utilidade clinica potencial dessa mutacdo como um
marcador molecular progndstico e como um alvo eficaz para o tratamento do CPT

(XING, 2007).

1.6.1 Associa¢do entre mutacio BRAFY®" e caracteristicas clinico-patolégicas de
alto risco no CPT

Muitos estudos tém investigado a relacdio da mutagdo BRAFY®*®

com as
caracteristicas clinico-patolégicas do CPT. Embora os resultados ndo sejam
inteiramente consistentes, a maioria dos estudos, realizados em diferentes regides
geograficas e etnias, demonstram uma associacdo significativa entre a mutacdo
BRAFY*™* com uma ou mais caracteristicas convencionais de alto risco no CPT (XING,
2007).

Em uma grande série de casos de CPT, uma associac¢do significativa da mutagdo
BRAF"** com invasdo extratireoidiana e estigios avancados da doenga (III e VI) foi
relatada por Nikiforova et al. (2003) nos estados americanos. Em um estudo japonés,
associagdo da mutagdo BRAF"** com estagios avangados da doenca foi observada por
Namba et al. (2003). Trés estudos coreanos mostraram associacdo da mutagdo
BRAF"** com metastases linfonodais e invasdo extratireoidiana. Um deles mostrou
uma associagdo independente da mutacio BRAFY® com metastases linfonodais,
mesmo apods analise multivariada com ajuste para possiveis fatores de confusao (KIM et
al.,2006). Um estudo da Clinica Mayo realizado por Jin et al. (2006) também

demonstrou uma associagdo significativa da mutacio BRAFY®"®

com metastase para
linfonodos e invasdo extratireoidiana.

Uma recente meta-analise revelou uma associacdo significativa da mutagdo
BRAFY* com invasdo extratireoidiana, metastase linfonodal e estigios avangados do
CPT (LEE, 2007). Lupi et al. (2007) relataram recentemente os resultados de um estudo
com 500 casos de PTC em uma homogénea coorte italiana de uma unica instituicao.

FVGOOE

Este estudo demonstrou uma forte associagdo da mutacio BRA com invasdo

extratireoidiana, metastase para linfonodos e estagios avancados do tumor.

FY5%%E com a falta de

Curiosamente, também foi encontrada associacdo da mutacao BRA
capsula do tumor. Tem sido demonstrado que os CPT sem capsula sao associados a um
maior risco de metastases e recorréncia (LUPI et al.,2007). Amplo estudo americano

sobre CPT também confirmou alguns dos resultados anteriores, incluindo a associacdo
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da mutagdio BRAFY** com metastase linfonodal e estagios avangados do tumor (III e
IV) (KEBEBEW et al.,2007).
Em um abrangente estudo multicéntrico internacional, Xing et al. (2005)

FY®E com invasdo extratireoidiana,

relataram uma estreita associacdo da mutacdo BRA
metastases linfonodais e estdgios avancados. Da mesma forma, trés estudos recentes,
dos Estados Unidos, Espanha e Itilia, demonstraram uma associagdo significativa da
mutacio BRAFY®* com invasdo extratireoidiana e estagios avancgados. O estudo
italiano demonstrou ainda associacdo com metastases para linfonodos. Em consonancia
com estes achados, varios estudos observaram uma alta prevaléncia da mutacgdo
BRAFY® nos linfonodos metastaticos (OLER et al., 2005; SAPIO et al.,2006).

FY%%E  ocorreu mais

Entre os diversos subtipos de CPT, a mutacio BRA
comumente no subtipo células altas , seguido do CPT convencional ou classico e menos
comumente na variante folicular, com uma prevaléncia média de 77, 60 e 12%,

respectivamente. FEssa estreita associagdio da mutagdo BRAFY®*®

com subtipos
agressivos do CPT é em si forte evidéncia para o papel da mutagio BRAF"** na
determinacao da agressividade deste tumor. Em comparagdo com CPT convencional, o
subtipo células altas é mais agressivo (com mais metastases e recidivas), mesmo quando
fatores de confusdo sdo atenuados, incluindo idade, sexo, dimensdo do tumor, extensdo
extratireoidiana, tipo de terapia e seguimento em longo prazo. Isso pode ser explicado
por um papel patogénico independente da mutacdo BRAFY® que ocorre mais
comumente no subtipo células alta de CPT. Alguns estudos também encontraram uma
FV600E

correlacdao da mutacao BRA

variante folicular (KEBEBEW et al.,2007; NAMBA et al., 2003).

com alto risco em pacientes com CPT convencional e

FY%%%E com maior tamanho do tumor é relatada em

Associacao da mutacio BRA
varios estudos (KIM et al., 2006). No entanto, um estudo com maior numero de
pacientes, a mutagdio BRAFY** foi associada a menor tamanho do tumor (XING et

al.,2005). Por conseguinte, parece que a mutacio BRAFY®F

promove maior
agressividade do carcinoma, promovendo a sua capacidade de invasdo e metastase.

A mutagdo BRAFY*™® é observada principalmente em adultos e raramente é
vista em populagoes pediatricas (CIAMPI; NIKIFOROV 2007). Mesmo em populacoes
adultas, uma associagcdo da mutagio BRAFY*™* com idade avancada foi demonstrada
em varios estudos (NIKIFOROVA et al., 2003). A associacdo da mutagdo BRAFY®"®
com o sexo masculino também tem sido observada em alguns estudos. A predilecdo da

muta¢io BRAFY*™F para pacientes de maior idade e do sexo masculino pode explicar
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em parte a conhecida associacdo da terceira idade e sexo masculino com um maior risco
de progressao e agressividade do carcinoma de tiroide (KIM et al.,2006).

Quando todos os estudos que contém informacoes suficientes para calcular o
numero de casos analisados sdo agrupados, uma associacdo significativa entre mutacdo
do gene BRAF com invasdo extratireoidiana, metastases linfonodais e os estagios III e
IV, é claramente demonstrada, com razdes de chances de 2,50 [intervalo de confianca
95%(1C95%), 2,11-2,97], 1,83 (IC95%, 1,58 -2,13), e 2,14 (IC95%, 1,79 -2,56),
respectivamente (XING, 2007).

1.6.2 Associac¢do entre mutacio BRAFY*F e recorréncia do CPT

O valor preditivo da mutagdio BRAF'** para a recorréncia do CPT tem sido
extensivamente investigado nos ultimos anos. Xing et al. (2005), em inquérito
multicéntrico de 219 pacientes com CPT, além de demonstrarem a associagdo da
mutacdo BRAFY** com vdrias caracteristicas clinico-patoldgicas de alto risco, como
invasdo extratireoidiana, metastase linfonodal, tumores em estagios avancados e
subtipos histolégicos agressivos, evidenciaram uma estreita associacdo da mutacao do
gene BRAF com a recorréncia do CPT, em um tempo de seguimento clinico médio de
15 meses. Odds ratio de 4,0 (IC 95%, 1,1-14,1; p=0,03) para recorréncia do cancer em
pacientes com a mutagdo BRAFY** foi obtido na multivariada andlise com ajuste para
todos os classicos fatores de confusdo, incluindo os subtipos de tumor e a histéria de

tratamento com radioiodo. Curiosamente, a associagdo entre mutagio BRAFVSF

e
recorréncia do CPT foi encontrada mesmo em um subgrupo de pacientes com baixo
grau clinico inicial (estagios I e II), classicamente associados a um baixo risco de
recorréncia. Essa associacdo também se manteve significativa na analise multivariada
com ajuste para todos os conhecidos fatores de confusdo clinico-patologicas (XING,
2007).

Estudo coreano de Kim et al. (2006) também demonstrou uma associagao

FV%%E com recorréncia do tumor em uma série de 203 pacientes

estreita da mutacdo BRA
com CPT convencional. Um recente estudo espanhol realizado por Riesco-Eizaguirre et
al. (2006) também demonstraram uma forte associagdo da mutagdo do BRAFY** com a
recorréncia do CPT. Mais recentemente, em um grande estudo americano sobre CPT,
Kebebew et al. (2007) também demonstraram uma significativa associagdo da mutagao

BRAFY®® com recorréncia ou persisténcia da doenca. Semelhante ao estudo de Kim et
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al. (2006), Kebebew et al. (2006) mostraram um papel significativo da mutagdo
BRAFY®® sobre a recorréncia tumoral quando apenas CPT convencionais foram
examinados. Confirmando os achados de Xing et al. (2005) Kebebew, et al. (2006)

também mostraram uma associa¢do independente da mutacio BRAFY®®

com a
recorréncia do CPT na andlise multivariada com ajuste para fatores de confusdo.
Conforme demonstrado no estudo de Xing et al. (2005), Kebebew et al. (2006) também

FY%%%E com reincidéncia,

mostraram uma significativa associacdo da mutacdo BRA
mesmo em pacientes em estagio I. Em compilacdo, estes dados sugerem que,
independentemente do risco inicial associado com os fatores clinicos, geograficos e
étnicos, a mutagdo BRAFY*® parece adicionar um risco maior de recorréncia da
doenca. A odds-ratio global de cinco estudos para o risco de recorréncia do CPT

associado com a mutagdo BRAFY*% é de 2,65 (IC 95%, 1,77-3,96; p<0,001).

1.6.3 Associacgio entre mutacio BRAFY*’F e perda de avidez ao radioiodo

A base do tratamento atual para o CPT apos a tireoidectomia é a terapia de
ablacdo com radioiodo. O tratamento mais eficaz para o CPT recorrente também ¢é a
radioiodoterapia. No entanto, o tumor de tireoide pode perder avidez por radioiodo,
resultando em fracasso do tratamento e aumento da morbidade e mortalidade pelo tumor
(COOPER et al., 2006; SHERMAN et al, 2005). Embora varios fatores clinicos estejam
sabidamente associados com risco aumentado de recorréncia do cancer de tireoide,
nenhum fator ainda foi identificado para predizer a perda de avidez por iodo no tumor
recorrente. Estudo realizado por Xing et al. (2005) mostrou uma associacao interessante
de BRAFY™ com a perda da avidez ao radioiodo na recidiva tumoral. Tumores
recorrentes em pacientes com CPT primdrios que abrigam a mutagio BRAFY®®
necessitam de tratamento mais agressivo, incluindo a necessidade de cirurgia e
radioterapia externa, que os tumores recorrentes de pacientes sem mutagio BRAF V",
que na maior parte das vezes necessitam apenas de repeticdo do tratamento com
radioiodo (XING et al.,2005). A tendéncia de associacdo da mutacio BRAF"** no
CPT primario ou recorrente com perda de avidez ao iodo foi observada em dois estudos
recentes, embora ndo tenham alcancado significancia estatistica, provavelmente devido
ao numero relativamente pequeno de casos estudados (RIESCO-EIZAGUIRRE et
al.,2006).
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1.6.4 Bases moleculares para maior grau de invasao e progressaio do CPT

associado a mutagio BRAFY®F

Diversos mecanismos moleculares explicam a associacdo entre a mutagao
BRAFY* e tumorigénese no CPT. Esta mutagdo estd associada com metilagdo
aberrante e silenciamento de genes supressores tumorais, up-regulation de moléculas
promotoras tumorais e silenciamento de genes responsaveis pela metabolizacao do iodo
tireoidiano (KUMAGAIA et al., 2006).

A capacidade de tumorigénese da mutacdo BRAFY** foi elegantemente
demonstrada em camundongos transgénicos que desenvolveram CPT, através da

FYO00E VO0OE g glandula tireoide. Os tumores papiliferos

expressao da proteina alvo BRA
de tireoide, que se desenvolveram nestes animais, evoluiram naturalmente para tumores
pouco diferenciados, com uma alta freqiiéncia de invasdao dos vasos sanguineos e
tecidos adjacentes, mimetizando os achados clinicos desta mutacdo em CPT de
humanos. Estudos realizados em linhagens de células da tireoide de ratos mostraram
que BRAFY® Y% hromove a invasdo de matrigel pelas células da tireoide. A matriz
de matrigel utilizada neste ensaio é uma membrana basal polimerizada rica em proteinas
extracelulares, imitando as condi¢Ges fisioldgicas para o crescimento celular. A
migracdo de células cancerosas através da membrana matrigel é uma medida
comumente utilizada para testar a capacidade de invasdo das células tumorigenas.
Inibidores de BRAFY® podem inibir o crescimento e proliferacio de células que
abrigam a mutagdo BRAFY®F V8%E (QUYANG et al.,2006).

Sugere-se ainda que alteracOes genéticas secundarias possam ocorrer apos a
mutacio BRAFY*" e que estas alteragdes podem desempenhar um papel especial na
determinagdo da progressao e agressividade do CPT, ao contrario das demais mutacGes
da via MAPK quinase, como RET/PTC e Ras. Aumento significativo de invasao celular
do matrigel tem sido descrito com a inducgdo da expressdo de BRAFY**, mas ndo de
RET/PTC, nestas células. Outros estudos demonstraram ainda que a expressdo
condicional do RET/PTC induz uma fraca atividade oncogénica em células da tireoide.
Especula-se que eventos moleculares que sdo acoplados a BRAFY®® V6% e njo sdo
compartilhados por outras alteracGes génicas podem ser responsaveis pela agressividade
do tumor exclusivamente associada com a mutacio BRAF** no CPT (WANG et al.,

2003 apud XING,2007).
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2 JUSTIFICATIVA

Varios estudos tém demonstrado o aumento do risco de desenvolvimento de
tumores benignos e malignos em pacientes acromegalicos, porém os dados da literatura
sdo conflitantes. Adicionalmente, a verdadeira incidéncia de cancer de tireoide em
acromegalicos e o impacto da atividade da doenca no desenvolvimento de cancer de
tireoide € desconhecida.

Também é escassa a disponibilidade de indicadores progndésticos moleculares
em CPT. Porém, dentre os recentes avangos no entendimento da oncogénese tireoidiana,

um dos mais promissores achados é a mutacio BRAF V%

como um potencial marcador
diagnostico e prognostico do CPT. Dentre as neoplasias tireoidianas, esta mutacao
ocorre exclusivamente no CPT e em alguns carcinomas anaplasicos derivados de CPT.
Muitos estudos evidenciam que esta mutacdo esta associada com caracteristicas clinico-
patolégicas associadas com maior agressividade, como por exemplo, a idade do
paciente, invasdo extratireoidiana, metastase linfonodal e estdgios avancados do tumor.

Além disso, associagdo direta da mutagdo BRAFY®*

com progressdo clinica,
recorréncia e faléncia do tratamento do CPT tem sido demonstrada. A mutagdo
BRAF*® também tem sido correlacionada com a recorréncia do CPT em pacientes
com tradicionais fatores associados ao baixo risco de progressao da doenca. No entanto,

FVGOOE

estudos para avaliacdo da presenca da mutacdo BRA em pacientes acromegalicos

acometidos por CPT ndo sdo relatados na literatura.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Auvaliar a associagdo entre a acromegalia e a presenca da mutagdo BRAFY® e a

expressao imunohistoquimica de IGF-1 e galectina-3 no carcinoma papilifero de

tireoide.

3.2 Objetivos Especificos

a)

b)

d)

Descrever as caracteristicas socio-demograficas e clinico-patolégicas dos
pacientes com CPT com e sem acromegalia;

Determinar a prevaléncia da presenca da mutagdo BRAF """

e da expressao
imunohistoquimica de IGF-1 e galectina-3 nos tecidos tireoidianos de CPT
de pacientes com e sem acromegalia;

Determinar a prevaléncia de CPT em pacientes com acromegalia;
Analisar a associagdo entre a ocorréncia da mutag¢do genémica de BRAFV*%*
e as caracteristicas socio-demograficas e clinico-patolégicas dos pacientes
com CPT com e sem acromegalia;

Analisar a associacdo entre a expressdo imunohistoquimica de IGF-1 e
galectina-3 e as caracteristicas sdcio-demograficas e clinico-patolégicas dos

pacientes com CPT com e sem acromegalia.
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4 METODOS

4.1 Tipo de estudo, local e casuistica (populacdo e amostra):

Trata-se de um estudo transversal, observacional, multicéntrico, realizado no
Ambulatorio de Neuro-Endocrinologia do Servico de Endocrinologia e Diabetes do
Hospital Universitario Walter Cantidio, da Universidade Federal do Ceara (SED-
HUWC-UEFC), na cidade de Fortaleza-CE.

O estudo foi realizado durante o periodo de janeiro de 2009 a dezembro de 2011,
através de cooperacao entre diferentes servicos de endocrinologia do Brasil. O grupo
final de pacientes acromegalicos com CPT foi constituido por 11 pacientes provenientes
de diferentes centros do pais, sendo 5 do Ceara, 2 de Sdo Paulo, 2 de Brasilia, 1 do
Maranhdo e 1 de Minas Gerais. O grupo comparativo foi constituido por 45 pacientes
portadores de CPT sem acromegalia, oriundos de centros de referéncia em
endocrinologia e em cirurgia de cabeca e pescoco do Estado do Ceara.

A populacdo utilizada para a determinacdao da prevaléncia do CPT na
acromegalia foi constituida por todos os casos de CPT diagnosticados na casuistica total

de acromegalicos seguida nas referidas instituicdes.

4.2 Diagnostico de Acromegalia e de Carcinoma Papilifero de Tiredide:

O diagnostico de acromegalia foi realizado baseado nas Recomendagdes do
Departamento de Neuroendocrinologia da Sociedade Brasileira de Endocrinologia e
Metabologia para o Diagnostico e Tratamento da Acromegalia no Brasil, consistindo
em: suspeita clinica de acromegalia, com dosagem de GH basal > 0,4ng/mL e/ou IGF-1
elevado para sexo e idade, confirmado através de:

a) Auséncia de supressao do GH para < 1,0 ng/mL no TOTG em nao diabéticos ou
b) GH médio (5 medidas a cada 30 min) > 2,5ng/mL em pacientes diabéticos.

O diagnostico de carcinoma papilifero de tireoide foi realizado tendo por base os
resultados da analise histopatologica realizada por dois patologistas experientes em
tireoide e em consondncia com os critérios definidos pelo consenso: The WHO
histological classification of thyroid tumors: a commentary on the second edition

(HEDINGER, 1989)
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4.3 Critérios de exclusao:

Para a andlise da mutacio BRAFY e dos marcadores imunohistoquimicos
IGF-1 e galectina-3, foram excluidos os individuos com histéria de irradiacao cervical
prévia, com histéria de carcinoma papilifero familiar, gestantes e lactantes, com peca

cirurgica indisponivel ou material insuficiente para a analise imunohistoquimica.

4.4 Variaveis do estudo

As variaveis analisadas foram:

a) dados clinicos: sexo, idade, histéria familiar de CPT, histéria de irradiacdo
cervical prévia e duracdao do diagnéstico de acromegalia;

b) caracteristicas histopatoldgicas relacionadas ao diagnostico de CPT: subtipo
histopatologico, tamanho do tumor, invasdao de capsula, invasao angiolinfatica,
metastases linfonodais, metastases a distancia, estadiamento TNM e indice
prognostico AMES;

¢) bioquimicas: dosagem de IGF-1 e GH, ambas por quimioluminescéncia;

d) genéticas: mutagdo somatica BRAF*";

e) imuno-histoquimica: expressdao para IGF-1 e galectina-3.

As variaveis clinicas, histopatolégicas e bioquimicas foram obtidas por meio de
revisdao dos prontuarios. Para a obtencao das variaveis genéticas e imuno-histoquimicas,
foram estudados os tecidos tireoidianos, obtidos por tireoidectomias, de pacientes
acromegalicos com diagnéstico de CPT e dos pacientes do grupo comparativo e estes
foram submetidas a analise molecular de BRAF e a imunohistoquimica para IGF-1 e
galectina-3.

Todas estas analises foram realizadas no Laboratério de Biologia Molecular da
Tireoide do Instituto de Ciéncias Biomédicas — Universidade de Sdo Paulo sob a

supervisdo da Prof. Dra. Edna Kimura.
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4.4.1 Analise da mutacio BRAFY*"F;

A extracdo do DNA de tecido do carcinoma papilifero emblocados em parafina
foi realizada utilizando o reagente Puregene® DNA isolation kit (Gentra Systems), ap0s
processo de deparafinizacdo. O segmento gendomico do exon 15 de BRAF foi
amplificado utilizando 50-100ng de DNA genOmico em volume total de 20 pL
contendo 7,5 pmol de primers (FW 5" AAACTCTTCATAATGCTTGCTCTG3 e RV 5
‘"GGCCAAAATTTAATCAGTGGA3"), 10 pM dNTPs, 1,5 mM MgCl, Tag DNA
Polymerasehigh fidelity (Invitrogen) e tampao de PCR, submetidos a 35 ciclos de 95 °C
por 30 segundos, temperatura de anelamento 58 °C por 30 segundos e 72 °C por 45
segundos, seguido de 5 minutos a 72 °C em termociclador GeneAmp® PCR System
9700 (Applied Biosystems/ Perkin Elmer). Essas condi¢oes foram otimizadas conforme
analise dos padrdes de bandas obtidos, ap6s aplicacdo de uma amostra do volume final
de reacdo em gel de agarose 1,8%, submetidos a 35 ciclos em termociclador com
temperatura de anelamento de 58 °C. Este amplificado foi utilizado para andlise por
Single-strand conformation polymorphism (SSCP) ou por Restriction Fragment Length
Polymorfism-Polimerase Chain Reation (PCR-RFLP) dependendo da quantidade de
DNA extraido.

O ensaio de SSCP foi realizado ap6s diluicdo e denaturacdo com DNA gel-
loading buffer (95% formamida, 10 mM NaOH, 0,25% bromophenol blue, 0,25%
xylene cyanol) e incubacdo por 94 °C por 5 minutos. A amostra foi colocada para
eletroforese em gel 0,6% MDE™ de poliacrilamida (BioWhittaker Molecular
Applications) contendo 10% de glicerol em tampao de TBE 0,6x a 8W por 6h a
temperatura ambiente. As imagens da banda foram reveladas pela coloracdo de prata e a
mutacdo detectada pela presenca da banda de migracdo andémala comparando a da
amostra de DNA com mutacdo previamente reconhecida e do DNA normal.

O Ensaio PCR-RFLP foi realizado para criar um sitio de restricdo para a enzima
Xbal no amplificado derivado da amostra de DNA mutante, sendo utilizado o primer
FW com “mismatch de duas bases” 5> TAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTCTAG
3’ e RV 5" ACTATGAAATACTATAGTTGAGA 3’, em condicdes especificadas em
PCR (46). O amplificado de 195 pb foi purificado como MiniElute PCR purification
lita (Qiagen) e digerido com 5 U de Xbal por 2 horas e observado em eletroforese de
gel deacrilamida 10% corado com brometo de etidio. No amplificado mutante foi

observado uma banda adicional de 165 pb.
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A figura 2 exemplifica um eletroferograma representativo do sequenciamento
do exon 15 do gene BRAF a partir de DNA gendmico extraido de blocos de parafina de

tecido com diagnéstico de carcinoma papilifero de tir6ide (CPT).
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Figura 2. Eletroferograma representativo do sequenciamento do exon 15 do gene BRAF
a partir de DNA genomico extraido de blocos de parafina de tecido com diagnéstico de
carcinoma papilifero de tireoide (CPT). A: amostra de CPT selvagem para o gene BRAF
apresenta somente o pico do nucleotideo timina, em vermelho; B: amostra de CPT com
mutacdo BRAFY* (transversdo do nucleotideo timina por adenina na posicdo 1799) em
heterozigose apresenta dois picos, o da timina e o da adenina, em verde.

4.4.2 Ensaio Imuno-histoquimico (IHQ):

Os anticorpos anti-IGF e anti-galectina-3 (Santa Cruz Biotechnology, Inc), assim
como anticorpos secundarios e os substratos para deteccdo do complexo antigeno-
anticorpo foram adquiridos das empresas Santa Cruz, Biotechnology, Sigma, DAKO
(47,48). Quando disponiveis foram adquiridos os peptideos correspondentes para ensaio
de imuno-absorcdo prévia, incubando o anticorpo ao antigeno para controle
metodoldgico. O controle negativo foi realizado com cortes histolégicos de tecido
hepatico. Foram utilizados cortes histolégicos de carcinoma papilifero de tireoide
emblocados em parafina. Estes cortes histolégicos foram deparafinados antes da
incubagdo com anticorpo primario overnight. A concentracdo do anticorpo utilizado foi

padronizada previamente. ApOs revelacdo, foi realizada a contra-coloracdo com
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Hematoxilina Gill. A reacdo IHQ foi observada e analisada ao microscopio de luz
Eclipse E600 (NIKON), imagens de diferentes regides de tecidos foram capturadas por
sistema digital. A imunoexpressdao foi graduada segundo critérios de intensidade e
extensao no tecido, com captura das imagens e utilizacdo de software especifico, que
permitiu comparagdo das amostras. Foram consideradas amostras com forte
imunoexpressao para os marcadores IGF-1 e galectina-3 aquelas que apresentaram

intensidade ++ ou +++.

4.5 Analise estatistica:

Para facilitar a andlise e visualizacdo dos dados, estes foram organizados e
agrupados de acordo com o objetivo do estudo e dispostos em tabelas e graficos,
elaborados nos programas Microsoft Excel e Microsoft Word, versao 2007 (Microsoft
Co, USA). Em seguida foram submetidas a andlise estatistica, sendo utilizado para esse
fim, os programas Graphpad Prism, versao 3.0 (Graphpad Software Inc, CA, USA) e
SPSS versao 13.0.

As variaveis foram descritas conforme o tipo: se quantitativas continuas, por
meio de média e desvio padrdao da média (DP); e se categoricas através de proporcoes.
O teste exato de Fischer e chi-quadrado foram utilizados na avaliacdo das variaveis
categoricas. Para avaliagdo das diferencas de médias entre as variaveis continuas
paramétricas foi utilizado o t-test e para as ndo-paramétricas o teste de Mann-Whitney.

FV%°E na andlise

As variaveis que apresentaram associacao com a mutacao BRA
univariada, utilizando-se como critério para selecdo a ocorréncia de p < 0,100, foram
submetidas a analise de regressao logistica multivariada, a fim de se avaliar no contexto
multidimensional que fatores permaneceram associados, conjuntamente e de modo
estatisticamente significativo, a presenca da mutagio BRAFY*",

A significancia estatistica foi alcancada ao nivel de 5%.

4.6 Aspectos éticos:

Este estudo respeitou os preceitos éticos da pesquisa em seres humanos e nao

apresentou qualquer possibilidade de danos a dimensdo fisica, bioldgica, psiquica,

moral, intelectual, social, cultural ou espiritual do ser humano, em qualquer fase da
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pesquisa ou decorrente dela. Este trabalho ndo acarretou agravo imediato ou tardio a
coletividade.

Os resultados dos exames laboratoriais obtidos por esta pesquisa estao
prontamente disponibilizados para o médico assistente e também estdo a disposi¢ao do
paciente. Os dados e resultados obtidos neste estudo poderdo ser apresentados em
congressos e/ou publicados em revistas cientificas. Serdao tomados todos os cuidados no
sentido de preservar, em qualquer situacdo, a identidade e a privacidade dos individuos
incluidos neste estudo.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Walter Cantidio-UFC, sob protocolo n® COMEPE 33/10 e assume perante
0 mesmo o compromisso de seguir fielmente os preceitos éticos contidos nas diretrizes e

normas de pesquisa da resolucao 196/96 do Conselho Nacional de Saude.

4.7 Conflitos de Interesse:

Nao existiram conflitos de interesse envolvidos nesta pesquisa.
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5 RESULTADOS

Ao final do estudo foram incluidos, no periodo de janeiro de 2009 a dezembro
de 2011, 56 pacientes, sendo 11 com diagnostico de acromegalia e CPT e 45 portadores
apenas de CPT. O grupo final de pacientes acromegalicos com CPT foi constituido por
pacientes oriundos de diferentes centros do pais, sendo 5 do Ceard, 2 de Sdo Paulo, 2 de
Brasilia, 1 do Maranhao e 1 de Minas Gerais.

Para se estimar a prevaléncia de CPT em pacientes com acromegalia, foi
realizado o levantamento do ndmero total de casos de CPT (18) entre o total de
pacientes acromegalicos (305) seguidos nas instituicdes envolvidas na pesquisa, sendo
encontradas as seguintes prevaléncias: Minas Gerais (1/28; 3,5%), Sao Paulo (2/29;
6,8%), Maranhdo (2/42; 4,7%), Brasilia (7/136; 5,1%) e Ceara (6/70; 8,5%). A
prevaléncia do CPT na casuistica global em estudo foi de 5,9% (18/305).

A idade média dos pacientes acromegalicos com CPT foi de 61,55 + 6,02 anos,
sendo 72,7% (8/11) do sexo feminino. Em virtude da impossibilidade de obtencdo das
informagdes clinico—patoldgicas e de imunoexpressao de todos os pacientes estudados,
as andlises foram realizadas considerando-se apenas os individuos com informacdes
completas para a varidavel em estudo. Na tabela 1 sdo mostradas as variaveis clinico-

patoldgicas relacionadas ao CPT do grupo de pacientes com acromegalia.

Tabela 1 — Caracteristicas clinico-patolégicas relacionadas ao carcinoma papilifero
de tireoide do grupo de pacientes com acromegalia (n= 11). Fortaleza — CE, 2012.

Tamanho do tumor de tireoide em cm (média + DP; min a max) 1,45 + 0,76
0,70 a 2,90

Micropapilifero (tumor < 1,0 cm) (%) 22,2(2/9)
Invasdo capsular (%) 0
Tumor multifocal (%) 33,3(3/9)
Metastase para linfonodos (%) 0
Invasdo angiolinfatica (%) 0
Metastase a distancia(%) 0
Subtipo histopatolégico (%)

Variante classica 90,9 (10/11)

Células altas 9,1 (1/11)
Alto Risco pelo Indice Prognéstico de AMES (%) 0
Estadiamento TNM (%)

Estagio I 88,9 (8/9)

Estagio II 11,1 (1/9)

Estagio II1 0

Estagio IV 0

Abreviaturas: SD: desvio-padrao; AMES: age of the patient, metastases of the tumor,
extent of primary tumor, size of the tumor.
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Em média, o tempo de diagndstico da acromegalia foi de 7,72 + 3,90 anos,
variando de 2 a 15 anos e o tempo decorrido entre o diagnostico da acromegalia e o
diagnéstico do CPT foi de 3,43 + 2,71 anos, variando de 1 a 9 anos. Na tabela 2 sdo

mostradas as variaveis relacionadas ao diagndstico e tratamento da acromegalia.

Tabela 2 — Caracteristicas relacionadas ao diagnostico e tratamento da acromegalia
(n = 11). Fortaleza — CE, 2012.

Niveis de IGF-1 ao diagnostico do CPT em ng/mL (média + DP; min 417,00 £ 285,09

a max) 102,00 a 945,00
Niveis de GH ao diagnoéstico do CPT em ng/mL (média + DP; min a 4,75 + 4,86
max) 0,44 a 16,40
Tamanho do tumor de hipéfise em cm (média + DP; min a méx) 1,40 £ 0,64
0,60 a 2,40
Invasdo de quiasma optico (%) 10,0 (1/10)
Invasdo de seio cavernoso (%) 10,0 (1/10)
Tratamento cirdrgico (hipofisectomia) (%) 70,0 (7/10)
Tratamento farmacoldgico (analogos da somatostatina) (%) 80,0 (8/10)
Radioterapia (%) 20,0 (2/10)

Abreviaturas: CPT: carcinoma papilifero de tireoide; SD: desvio-padrao; IGF-1: fator
de crescimento insulina-simile; GH: hormonio de crescimento.

O grupo comparativo foi constituido por pacientes portadores de CPT sem
acromegalia oriundos dos centros de endocrinologia e de cirurgia de cabeca e pescoco
do Estado do Ceard. A idade média dos pacientes com CPT sem acromegalia foi de
49,02 + 15,83 anos, sendo 84,4% (38/45) do sexo feminino. Nao houve diferenca
estatisticamente significante para a proporcdo de pacientes com tumores
micropapiliferos, tumores multifocais, presenca de metastases a distancia, subtipo
histopatolégico, estadiamento TNM e indice prognostico AMES entre os grupos com e
sem acromegalia. A descricdo das caracteristicas clinico-patologicas relacionadas ao
carcinoma papilifero de tireoide no grupo de pacientes com CPT sem acromegalia estdao

descritas na tabela 3.
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Tabela 3 — Caracteristicas clinico-patologicas relacionadas ao carcinoma papilifero
de tireoide do grupo de pacientes com CPT sem acromegalia (n = 45). Fortaleza — CE,
2012.

Tamanho do tumor de tireoide em cm (média + DP; min a 2,42 + 1,55
max) 0,5a7,0
Micropapilifero (tumor < 1,0 cm) (%) 17,8 (8/45)
Invasao capsular (%) 47,7 (21/44)
Tumor multifocal (%) 35,0 (14/40)
Metastase para linfonodos (%) 35,0 (14/40)
Invasdo angiolinfatica (%) 37,8 (17/45)
Metastase a distancia(%) 2,9 (1/35)
Subtipo histopatolégico (%)
Variante classica 57,8 (26/45)
Células altas 4,4 (2/45)
Folicular 26,7 (12/45)
Classica - folicular 8,9 (4/45)
Cribiforme-morular 2,2 (1/45)
Alto Risco pelo Indice Prognéstico de AMES (%) 12,5 (4/32)
Estadiamento TNM (%)
Estagio I 68,7 (22/32)
Estagio II 9,4 (3/32)
Estagio III 3,1(1/32)
Estagio IV 18,8 (6/32)

Abreviaturas: CPT: carcinoma papilifero de tireoide; SD: desvio-padrao; AMES: age of
the patient, metastases of the tumor, extent of primary tumor, size of the tumor.
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A presenca da mutacio BRAFY* foi avaliada pela técnica de SSCP

previamente descrita. A figura 3 ilustra os resultados obtidos por eletroforese.
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Figura 3 — Eletroforese para andlise da mutagio BRAF"7** pela técnica de SSPC em
tecido de CPT. O DNA gendomico das amostras foi amplificado por PCR utilizando
primers especificos para a regido do éxon 15 do gene BRAF (hotspot para a mutagdo). A
presenca de banda adicional (seta) corresponde ao alelo mutado BRAF™7** | Pacientes
acromegalicos representados pelas iniciais Ac. Como controles, foi utilizado DNA de
linhagens celulares de cancer com status BRAF conhecido. N= sem muta¢do; M= com
mutagao.

FVSOOE e dOS

Foram determinadas as prevaléncias da presenca da mutacio BRA
marcadores imunohistoquimicos IGF-1 e galectina-3 nos tecidos tireoidianos oriundos
de tireoidectomia dos pacientes com CPT com e sem acromegalia. Houve uma maior
prevaléncia da mutagdo BRAF'** (90,9%; 10/11), assim como uma maior proporgao
de pacientes com forte expressdao imunohistoquimica para IGF-1 (88,9%; 8/9) no grupo
de pacientes com CPT e acromegalia. Nao houve diferenca estatisticamente significante
para a expressdo de galectina-3 entre os grupos. Estes resultados estdo expostos na

tabela 4.
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Tabela 4 — Prevaléncia da presenca da mutacio BRAFY*® e dos marcadores
imunohistoquimicos IGF-1 e galectina-3 nos grupos com acromegalia e CPT versus
CPT (n=56). Fortaleza — CE, 2012.

ACRO + CPT p
CPT (n=45) Razao de Prevaléncia
(n=11) (Intervalo confianca 95%)
Mutagdo BRAFYF (%) 90,9 55,6 0,039
(10/11) (25/45) RP: 1,63
IC95% (1,19 - 2,26)
Forte imunoexpressao 88,9 38,1 0,017
para IGF-1 (%) (8/9) (8/21) RP: 2,34
I1C95% (1,30 - 4,22)
Forte imunoexpressao 63,6 90,5 0,148
para galectina-3 (%) (7/11) (19/21)

Abreviaturas: CPT: carcinoma papilifero de tireoide; ACRO: acromegalia; BRAFY*"":
mutacdo de B-Raf quinase; THQ: imunohistoquimica; IGF-1: fator de crescimento
insulina-simile.

Para se avaliar a associacdo entre as varidveis socio-demograficas, clinico-
patolégicas e imunohistoquimicas e a presenca da mutagio BRAFV®, os pacientes
foram divididos de acordo com a sua presenca e foram realizadas anélises de associacdo
univariada entre os grupos com mutagdo BRAFY** presente versus mutagio BRAF"*%
ausente.

Apenas a presenca de acromegalia foi associada com a presenca da mutagdo
BRAFY** de modo estatisticamente significativo (p=0,039; RP: 1,63; 1C95%: 1,19 -

2,26). Os resultados da analise univariada entre os grupos estao expostos na tabela 5.
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Tabela 5 — Analise de associacao entre variaveis clinico-epidemiolégicas e imunohistoquimicas
e presenca da mutacio BRAFY*F em pacientes com CPT com e sem acromegalia (n=56).
Fortaleza — CE, 2012.

Mutagdo BRAFY*®  Mutacdo BRAFY®"E p
presente ausente
(n=35) (n=21)

Idade (média = SD) 54,7 + 13,18 46,52 + 16,91 0,068
Sexo feminino (%) 74,3 (26/35) 95,2 (20/21) 0,072
Acromegalia (%) 28,6 (10/35) 4,8 (1/21) 0,039
Imuno-expressao forte para 45,0 (9/20) 70,0 (7/10) 0,260
IGF-1 (%)
Imuno-expressao forte para 72,7 (16/22) 100,0 (10/10) 0,142
galectina-3 (%)
Tamanho do tumor de 2,36 + 1,63 1,99 + 1,21 0,653
tire6ide em cm (média + SD)
Micropapilifero (%) 25,7 (9/35) 19,0 (4/21) 0,747
Invasdo capsular (%) 31,3 (10/32) 52,4 (11/21) 0,157
Tumor multifocal (%) 31,0 (9/29) 40,0 (8/20) 0,555
Metéstase para linfonodos 27,6 (8/29) 30,0 (6/20) 1,000
(%)
Invasdo angiolinfatica (%) 30,3 (10/33) 33,3 (7/21) 1,000
Metastase a distancia(%) 3,3 (1/30) 0 1,000
Subtipo histopatologico (%) 0,672

Variante Classica 62,9 (22/35) 66,7 (14/21)

Células altas 5,7 (2/35) 4,8 (1/21)

Folicular 25,7 (9/35) 14,3 (3/21)

Cléssica-folicular 5,7 (2/35) 9,5 (2/21)

Cribiforme-morular 0 4,8 (1/21)
Alto Risco pelo Indice 14,8 (4/27) 0 0,280
Prognéstico de AMES (%)
Estadiamento TNM (%) 0,221

Estagio I 66,7 (18/27) 85,7 (12/14)

Estagio IT 11,1 (3/27) 7,1 (1/14)

Estagio 11T 0 7,1 (1/14)

Estagio IV 22,2 (6/27) 0

Abreviaturas: CPT: carcinoma papilifero de tireoide; ACRO: acromegalia; BRAFY*:: mutagdo de B-Raf

quinase; THQ: imunohistoquimica; IGF-1: fator de crescimento insulina-simile; SD: desvio-padrao;
AMES: age of the patient, metastases of the tumor, extent of primary tumor, size of the tumor.
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A partir dos resultados da analise univariada foram selecionadas as variaveis
idade (p=0,068), sexo (p=0,072) e acromegalia (p=0,039), que apresentaram p < 0,100,
para inclusao em modelo de regressao logistica multivariada. Com esse modelo, dos 56
pacientes estudados, houve 54 observagoes validas, 96,4% da amostra. Pela estratégia
stepwise-backward, utilizando-se a estatistica de Wald, ao nivel de significancia de 5%,
em funcdo das varidveis descritas acima, encontrou-se que a presenca de acromegalia

associou-se de modo marginal a presenca da mutagio BRAFY*** (tabela 6).

Tabela 6 - Analise de regressao logistica multivariada para presenca da mutacao
BRAF"*"* em pacientes com CPT (n=54). Fortaleza — CE, 2012.

p Razdo de Intervalo de
Prevaléncia confianca 95%
Acromegalia 0,055 8,393 0,955 — 61,826

FVGOOE .

Abreviaturas: CPT: carcinoma papilifero de tireoide; BRA : mutacdo de B-Raf

quinase

Apoés categorizacdo dos pacientes submetidos a avaliacdo para expressao
imunohistoquimica de IGF-1 (n=30) em grupos com e sem imunoexpressao forte para
este marcador, observou-se associacao estatisticamente significante entre acromegalia e

forte expressdo imunohistoquimica de IGF-1 (p=0,017) (tabela 7).

Tabela 7 — Analise de associacao entre variaveis clinico-epidemiologicas e
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imunohistoquimicas e imunoexpressao para IGF-1 em pacientes com CPT com e
sem acromegalia (n=30). Fortaleza — CE, 2012.

forte forte Razdo de Prevaléncia
imunoexpressa imunoexpressa  (Intervalo de confianca
o para IGF-1 o para IGF-1 95%)
(n=16) (n=14)

Idade (média + SD) 57,25+ 11,18 53,92 + 13,73 0,471
Sexo feminino (%) 81,2 (13/16) 71,4 (10/14) 0,675
Acromegalia (%) 50 (8/16) 7,1 (1/14) 0,017
Mutagdo BRAFY® (%) 56,2 (9/16) 78,6 (11/14) 0,260
Imuno-expressao forte 87,5 (14/16) 85,7 (12/14) 1,000
para galectina-3 (%)
Tamanho do tumor de 1,31 £ 0,73 2,00 + 1,09 0,045
tire6ide em cm (média +
SD)
Micropapilifero (%) 50,0 (8/16) 21,4 (3/14) 0,142
Invasdo capsular (%) 20,0 (3/15) 42,9 (6/14) 0,245
Tumor multifocal (%) 28,6 (4/14) 46,1 (6/13) 0,440
Metastase para 21,4 (3/14) 23,1 (3/13) 1,000
linfonodos (%)
Invasdo angiolinfética 20,0 (3/15) 35,7 (5/14) 0,427
(%)
Metastase a distancia(%) 0 7,1 (1/14) 0,483
Subtipo histopatologico 0,377
(%) 75,0 (12/16) 57,1 (8/14)

Variante Classica 6,2 (1/16) 0

Classica-folicular 12,5 (2/16) 35,7 (5/14)

Folicular 6,2 (1/16) 7,2 (1/14)

Células altas
Alto Risco pelo Indice 6,8 (1/15) 14,3 (2/14) 0,598
Prognostico de AMES
(%)
Estadiamento TNM (%) 0,636

Estagio I 86,8 (13/15) 64,3 (9/14)

Estagio 11 6,8 (1/15) 7,1 (1/14)

Estagio III 0 7,1 (1/14)

Estagio IV 6,8 (1/15) 21,4 (3/14)

Presenca de

Auseéncia de

p

Abreviaturas: CPT: carcinoma papilifero de tireoide; ACRO: acromegalia; BRA

FVGOOE .

mutacdo de B-Raf

quinase; THQ: imunohistoquimica; IGF-1: fator de crescimento insulina-simile; SD: desvio-padrao;
AMES: age of the patient, metastases of the tumor, extent of primary tumor, size of the tumor.



53

Ao ser realizada andlise de correlacdo linear, foi observada tendéncia de
correlacdo positiva entre o grau de expressao imunohistoquimica de IGF-1 e o tamanho
tumoral nos pacientes acromegalicos. Nao foi observada correlacdo entre a
imunoexpressdao de IGF-1 e o tamanho do tumor nos pacientes sem acromegalia (grafico

1).
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Grafico 1: Correlagdo linear entre expressao IHQ para IGF-1 e tamanho tumoral nos

pacientes com e sem acromegalia (n=30).

Quando os pacientes submetidos a avaliacdo para expressdao imunohistoquimica
de galectina-3 (n=32) foram categorizados em grupos com e sem forte imunoexpressao
para este marcador, ndo se observou associacdo estatisticamente significante entre as

variaveis do estudo (tabela 8).
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Tabela 8 -
imunohistoquimicas e imunoexpressao para galectina-3 em pacientes com CPT com e

sem acromegalia (n=32). Fortaleza — CE, 2012.

Analise de associacdo

entre variaveis

clinico-epidemiolégicas

e

Presenca de Auséncia de p
forte forte Razdo de Prevaléncia
imunoexpressdao  imunoexpressao  (Intervalo de confianca
para galectina-3  para galectina-3 95%)
(n=26) (n=6)

Idade (média + SD) 56,11 + 11,90 55,16 + 13,36 0,864
Sexo feminino (%) 80,7 (21/26) 66,7 (4/6) 0,590
Acromegalia (%) 26,9 (7/26) 66,7 (4/6) 0,148
Mutagdo BRAFV*F (%) 61,5 (16/26) 100,0 (6/6) 0,142
Imuno-expressao forte para 53,8 (14/26) 50,0 (2/4) 1,000
IGF-1 (%)
Tamanho do tumor de 1,63 £ 0,94 1,73 +£1,08 0,865
tireoide em cm (média + SD)
Micropapilifero (%) 34,6 (9/26) 33,3 (2/6) 1,000
Invasdo capsular (%) 32,0 (8/25) 20,0 (1/5) 1,000
Tumor multifocal (%) 34,8 (8/23) 40,0 (2/5) 1,000
Metastase para linfonodos 21,7 (5/23) 20,0 (1/5) 1,000
(%)
Invasdo angiolinfatica (%) 28,0 (7/25) 20,0 (1/5) 1,000
Metastase a distancia(%) 4,0 (1/25) 0 1,000
Subtipo histopatologico (%) 0,627

Variante Classica 69,3 (18/26) 66,7 (4/6)

Classica-folicular 3,8 (1/26) 0

Folicular 23,1 (6/26) 16,7 (1/6)

Células altas 3,8 (1/26) 16,7 (1/6)
Alto Risco pelo Indice 8,0 (2/25) 20,0 (1/5) 0,433
Prognéstico de AMES (%)
Estadiamento TNM (%) 0,764

Estagio I 76,0 (19/25) 80,0 (4/5)

Estagio II 8,0 (2/25) 0

Estagio III 4,0 (1/25) 0

Estagio IV 12,0 (3/25) 20,0 (1/5)

Abreviaturas: ACRO: acromegalia; CPT: carcinoma papilifero de tireoide; BRAFY*®: mutagdo de
B-Raf quinase; IHQ: imunohistoquimica; IGF-1: fator de crescimento insulina-simile; SD: desvio-
padrdo; AMES: age of the patient, metastases of the tumor, extent of primary tumor, size of the

tumor.



55

A figura 4 ilustra a analise IHQ para IGF-1 e galectina-3 de espécimes de CPT estudados nesta série.

IGF-1

Gal-3

Figura 4 — Expressdo imunohistoquimica de IGF-1 e galectina-3 em tecido tireoidiano. Imuno-expressao para IGF-1 fraca (1), moderada (2) e
forte (3). Imuno-expressao para galectina-3 fraca (4) e forte (5 e 6).
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6 DISCUSSAO

Com a finalidade de avaliar a expressdo de marcadores tumorais do CPT em

pacientes acromegalicos, o presente estudo avaliou a presenca da mutagdo BRAF %"

e
de marcadores imunohistoquimicos (IGF-1 e galectina-3) em espécimes de tecido
tireoidiano oriundos de tireoidectomia.

Nesse estudo observou-se uma maior prevaléncia do sexo feminino,
corroborando a maior prevaléncia de CPT neste género. Em virtude do diagnostico
tardio da acromegalia, observou-se uma faixa etaria mais avangada dos pacientes com
CPT acromegalicos versus grupo comparativo (61,55 + 6,02 anos vs. 49,02 + 15,83
anos). Em média, o tempo de diagnéstico da acromegalia destes pacientes foi de 7,72 +
3,90 anos, variando de 2 a 15 anos e o tempo decorrido entre o diagnostico da
acromegalia e o diagnostico do CPT foi de 3,43 + 2,71 anos, variando de 1 a 9 anos. A
literatura ressalta que geralmente o carcinoma de tireoide se desenvolve apds tempo
prolongado de exposicdo (até 28 anos) a aumento de GH e IGF-1 (MARCHISOTTI et
al., 2005).

Os pacientes com acromegalia tém taxas mais elevadas de cancer, possivelmente
devido ao aumento dos niveis plasmaticos de IGF-1, conhecido promotor do
crescimento celular (SIEGEL; TOMER, 2005). Neste contexto, nas ultimas décadas,
varios autores vém descrevendo maior incidéncia de neoplasias em acromegalicos. A
dificuldade em se verificar essa associacdo deve-se a raridade da acromegalia —
prevaléncia de 38 a 69 casos por milhdo e incidéncia de trés a quatro casos novos por
ano — e também pelo aumento da expectativa de vida com o tratamento da doenca de
base. Os acromegalicos tém, atualmente, sobrevida maior e o desenvolvimento de
malignidades, nesta populacdo, pode estar relacionado intrinsecamente a idade
(JENKINS; BESSER, 2001; MARCHISOTTI et al., 2005).

Enquanto bdcio simples e multinodular sdo mais comuns entre acromegalicos,
estudos de prevaléncia de carcinoma de tireoide, considerada por alguns estudos, a
neoplasia mais comum nos acromegalicos, sdo escassos, e sua real incidéncia nao é
clara (SIEGEL; TOMER et al., 2005).

A prevaléncia de carcinoma tireoidiano desse estudo — 5,9% — esta de acordo
com os poucos relatos da literatura. Ruchala et al. (2009), avaliaram 86 pacientes
acromegalicos e identificaram 5 casos de carcinoma tireoidiano (5,8%). Em 2010, Gullu

et al. estudaram 105 acromegélicos e identificaram malignidade em 15% dos pacientes,
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sendo 4,7% carcinomas tireoidianos, o tipo de cancer mais comumente encontrado nesta
série, seguido de mama e colon. O estudo de Tita et al. (2005) mostrou um aumento de
60 vezes na prevaléncia do cancer de tireoide nos pacientes com acromegalia (5,6% dos
pacientes com acromegalia versus 0,1% da populacdo geral de controle). Kurimoto et
al. (2008), encontraram 4 casos (4,8%) em um universo de 83 pacientes que fizeram
avaliacdo ultrassonografica. Dos Santos et al., 2012 encontraram prevaléncia de 7,2%
de CPT (9/124), enquanto no grupo controle esta foi de 0,7% (2/263), com odds ratio de
10,21 (p = 0,0011, IC 95%: 2,17 — 48,01). Apesar destas estimativas, o nimero total de
cancer de tireoide por série é muito pequeno e os mecanismos que explicam a
associacdo com risco de cancer de tireoide sdo especulativos (RENEHAN, A.;
O'DWYER, S.; SHALET, S., 2000).

No que se refere as caracteristicas clinico-patologicas relacionadas ao CPT do
grupo de acromegalicos, observou-se, conforme descri¢do na tabela 1, que a maioria dos
acromegalicos apresentava CPT subtipo histologico do tipo variante classica (90,9%;
10/11), tamanho tumoral médio de 1,45 + 0,76 cm e 3 casos apresentavam tumor
multifocal. Nenhum paciente apresentou invasdao capsular, invasdo angiolinfatica ou
metastases a distancia, o que conferiu um estadiamento TNM 1 a 88,9 % (8/9) dos casos
e apenas a um paciente a classificagio TNM 2. Nenhum paciente fora classificado como
alto risco pelo indice prognostico AMES.

Em 2005, Marchisotti et al. estudaram uma série de 100 acromegdlicos e
encontraram 3 casos de neoplasia tireoidiana, sendo todos CPT variante classica, sem
achados de invasividade ou metastase a distancia. Em 2009, Ruchala et al. avaliaram 75
pacientes acromegalicos quanto a presenca de neoplasia tireoidiana e encontraram 5
casos de tumores tireoidianos, sendo 3 casos de CPT variante classica e 2 casos de CPT
variante folicular, onde 3 eram multifocais, 1 invadia a capsula tireoidiana e 1
apresentava metastase linfonodal. Ainda que estudos revelem que os pacientes
acromegalicos tenham quase 60 vezes mais chance de desenvolver neoplasia tireoidiana
que a populagao geral (5,6% vs. 0,093%) (TITA et al., 2005), os dados da literatura sao
limitados com relacdo a descricao dos subtipos destas neoplasias, provavelmente em
virtude da baixa incidéncia de acromegalia.

Nesse estudo, observou-se que nao houve diferenca significante quanto ao
estadiamento TNM e indice prognostico AMES entre os grupos com e sem acromegalia.
No entanto, foi observado que os pacientes ndo acromegalicos apresentavam tumores de

maior tamanho e uma elevada presenca de caracteristicas associadas a pior prognostico.
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Especula-se que no grupo de acromegalicos, rotineiramente submetidos a protocolos de
rastreamento para neoplasias, o diagnéstico das lesdes neopldsicas tireoidianas foi
realizado mais precocemente, e por isso, exibiram um comportamento histopatologico
mais favoravel a época do diagnostico.

Além dos tradicionais fatores prognosticos de alto risco, ressalta-se o esforco de
diversos estudos em melhorar o panorama dos indicadores diagnosticos e prognosticos
de carcinomas de tireoide, com foco no uso do perfil molecular e imunohistoquimico
para caracterizagao dos tumores. No presente estudo foi avaliada a presenca de uma
mutacdo somatica do gene BRAF, reconhecida como uma das alteragOes genéticas mais
frequentes do CPT variante classica, células altas e oncociticas e do microcarcinoma
papilifero na populacdo adulta (KIMURA et al.,2003).

A maioria dos estudos sugere associagdo entre a presenca da mutagio BRAFV*"®
e fatores de pior prognostico do CPT, como idade avancada, sexo masculino, invasao
tumoral extratireodiana, metastase linfonodal e a distancia, estagios tumorais avangados
e até altas taxas de recorréncia da doenca (KEBEBEW et al., 2007). Por outro lado,
ressalta-se a controvérsia desta associacdo, uma vez que em outros estudos ela ndo
ocorre ou é apenas parcialmente observada (ELISEI-R et al.,2008).

Especula-se que a mutagio BRAFY®"®

ocorra precocemente na carcinogénese do
CPT, sendo mais prevalente em pacientes de maior idade. Um estudo italiano
multicéntrico demonstrou que a mutacdo BRAFY®* foi significantemente mais
frequente em pacientes de idade mais avangada, em particular naqueles acima de 60
anos. Este achado é consistente com os registros de que idade avangada ao diagnostico é
um fator de pior progndstico na maioria dos escores de risco. (TITA et al.,2005) No

FY%%%E com a variavel idade nesse

entanto, ndo se observou associacdo da mutacdo BRA
trabalho.

Também ndo foi observada associagdo entre tamanho tumoral e a mutagdo
BRAFY*™ nessa casuistica (p=0,65). Mas se ressalta que associacdo da mutagdo
BRAF*F com tamanho do tumor tem sido relatada em varios estudos (KIM et al.,
2006). De fato, esta relacdo é contraditéria, pois outros autores tem descrito que a
muta¢do BRAFY* pode estar associada a menor tamanho tumoral (TITA et al.,2005;
XING et al., 2007).

Em 2012, Koperek et al avaliaram 144 casos de CPT e relataram que ndo houve

FVGOOE

diferenca estatistica na presenca da proteina BRA entre 0s microcarcinomas e

macrocarcinomas. Além disso, ndo foi observada qualquer correlacdo significativa entre
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a presenca da mutacdo e parametros clinico-patolégicos de agressividade, como
metastase linfonodal, infiltracdo peritumoral ou infiltracdo peritireoidiana. Neste
trabalho a expressdo da proteina BRAFY®* foi significativamente mais comum em
tumores do tipo células alta e oncociticas, sendo menos comum nos tumores com padrao
de crescimento folicular.

Devido a baixa frequéncia de metastases a distanciano CPT, principalmente em
pacientes adultos, poucos estudos apresentam um ndmero suficiente de casos para
avaliar a relacdo entre metdstases a distanciae a mutagdo de BRAFY**. Dois grandes
estudos que analisaram esta questdo mostraram uma associacdo significativa entre
a mutagio BRAFV*’F e metdstase a distancia(XING, 2007).

Conforme discutido acima, embora a maioria dos estudos suporte uma
associacdo positiva entre a mutagdo BRAFY** e fatores de alto risco convencionais,
alguns estudos ndo tém confirmado este achado. Nao ha explicacdo definitiva para estes
resultados contraditorios, mas o numero relativamente pequeno de casos na maioria dos
estudos '"negativos" parece ser uma explicacdo. De fato, uma tendéncia clara de

associacdo da mutacio BRAFY®"F

com fatores de alto risco foi observada em alguns
desses estudos, embora sem significancia estatistica. Variacdes na extensdao da doenca
no momento do diagnoéstico inicial, na descricao dos dados patologicos e extensdao do
tumor no prontuario e variacoes nos critérios e protocolos utilizados para coleta de
dados podem existir entre os diferentes estudos e podem ser parcialmente responsaveis
pelos achados inconsistentes (XING, 2007). Além disso, a discrepancia das relacdes
entre a presenca da mutacio BRAFY®® e fatores progndsticos do CPT pode ser
justificada por outras condi¢cOes, dentre as quais se destacam: fatores técnicos e
geograficos, a falta de analise multivariada na maioria dos estudos, coortes com
pequeno numero de pacientes, inclusdo de diferentes subtipos histoldgicos do carcinoma
tireoidiano, falta de registros de seguimento fidedigno dos pacientes e de andlises
clinico-patologicas detalhadas (KEBEBEW et al.,2007).

Como exposto anteriormente, ao serem 0s pacientes categorizados pela presenga
ou auséncia da mutacdo BRAF® (tabela 5) e comparados através de andlise
univariada, apenas a variavel acromegalia se mostrou associada a presenca da mutacao
BRAFY** (p=0,039), ndo se encontrando associacdo da mutagdo com sexo, idade,
tamanho tumoral, critérios de agressividade histopatologicos, indice prognostico AMES

e estadiamento tumoral.
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No entanto, como as variaveis sexo e idade apresentaram uma tendéncia
estatistica para associacao com a mutacao — p < 0,100 a analise univariada — optou-se
pela inclusdo destas, além da variavel acromegalia, em um modelo de regressao
logistica multivariada. Esta analise revelou a acromegalia como unica variavel que
apresentou uma tendéncia de associagdo independente a mutagdo BRAF Y, excluindo
a eventual contribuicdo da idade ou sexo nesta associacdo. A partir desse achado,

somado a prevaléncia quase absoluta da mutagio BRAFY®"*

nos acromegalicos (10/11;
90,9%), especula-se que ha uma associacdo real entre a acromegalia e a mutacdo
BRAF"*, porém o pequeno tamanho da amostra pode justificar o amplo intervalo de
confianca encontrado no modelo de regressdao logistica. Esta dificuldade de andlise
multivariada em pacientes com a mutagio BRAF'** tem sido descrita por outros
autores (XING et al., 2007).

Até o presente momento nao se dispoe de dados da literatura que contemplem a

associagdo entre a mutacio BRAFYV®"F

e a acromegalia. Na realidade, os mecanismos
que justificam este achado inédito sdo desconhecidos.

Neste contexto, destaca-se que esta mutacdo tem sido descrita em outros tumores
que apresentam elevada incidéncia na acromegalia, como é o caso do cancer colorretal.
Rajagopalan et al. (2002), ao avaliarem sistematicamente mutacoes no gene BRAF em
330 tumores colorretais de pacientes ndo acromegalicos, encontraram 32 mutacoes,
sendo 28 mutacoes BRAFY®®, Sabe-se ainda que, assim como na carcinogénese
tireoidiana, alteracGes na via MAPK/ERK estdo entre os principais determinantes da
carcinogénese de tumores colorretais. Mais recentemente, a mutagio BRAFY*F
também tem sido associada a fatores de pior prognéstico e a menor sobrevida em
pacientes com carcinoma colorretal (PHIPPS et al, 2012; OGINO et al, 2012).

Adicionalmente, descreve-se uma elevada prevaléncia da mutagio BRAFY®"*
em melanomas. Nestes tumores, tem sido sugerido que a exposicdo ambiental a fatores
especificos, no caso a radiagdo ultravioleta, contribui para a génese desta mutacdo. Estes
achados demonstram uma possivel participacdo dos fendmenos epigenéticos na
determinagdo da mutacdo BRAF® (EDWARDS et al., 2004). Se algum fator

epigenético estd envolvidlo na maior ocorréncia da mutagio BRAFY®®

em
acromegalicos, e qual seria este fator, surgem como futuros desafios para a melhor
compreensao destes mecanismos.

De fato, como ja citado, ao longo das dultimas décadas, varios estudos

epidemiol6gicos e experimentos laboratoriais tém relacionado o sistema IGF/insulina
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com risco aumentado para neoplasias (FUCHS et al, 2008; CLAYTON et al., 2011).
Multiplas vias de sinalizacdo sdo ativadas apos a interagcao entre o receptor de insulina
ou IGF-1 e seus ligantes. Apds ativacao, estas vias de sinalizacdo podem estimular
multiplos fenotipos neoplasicos, incluindo proliferacdo, protecdo contra apoptose,
invasdo e metastase (WEI et al., 2005).

Nesse contexto, duas hipoteses sao consideradas: 1) sugere-se que precocemente
no processo de carcinogénese, a bioatividade de IGF seja um fator critico que
determinara se a célula mutada sobrevivera e evoluira para uma linhagem francamente
maligna ou sofrera apoptose, ja que um meio rico em IGF-1 favorecera a sinalizacdo
pré-sobrevivéncia da célula (KURMASHEVA; HOUGHTON, 2006; WOLPIN et
al.,2008); 2) especula-se que niveis elevados de IGF-1 simplesmente favoreceriam uma
rapida proliferacdao celular da neoplasia em estagio inicial até um ponto onde esta seria
clinicamente detectavel. Assim, niveis de IGF-1 no limite superior da normalidade ndo
implicariam na presenca de cancer, mas sim refletiriam a presenca de um meio
favoravel para carcinogénese e/ou progressao da neoplasia (FUCHS et al, 2008).

As acoes biologicas do IGF-1 sdao mediadas pela ativagdo do seu receptor
(IGF1R), uma tirosina-quinase transmembrana relacionada a via MAPK/ERK quinase
(RET / PTC — RAS — RAF — MEK — ERK), uma classica via de sinalizacdo intracelular
que desempenha um papel fundamental sobre as funcdes celulares de proliferacao,
diferenciacdo, apoptose e sobrevivéncia e, quando aberrantemente ativada, sobre a
tumorigénese (MAC CORKLE;TAN, 2005; TORII et al., 2004). MutacGes que afetam
esta via sdo consideradas como o inicio de eventos moleculares do CPT. (SEBOLT-
LEOPOLD; HERRERA 2004).

Hilmi et al. (2008) demostraram em estudos experimentais que células de

melanoma portadoras da mutagio BRAFY®"F

expostas a meios com altas concentragoes
de IGF-1 sdo mais resistentes a apoptose. Possivelmente, os altos niveis plasmaticos de
IGF-1 em acromegalicos contribuem para o desenvolvimento de CPT em pacientes
geneticamente predispostos, como por exemplo, aqueles portadores da mutacdo
BRAFVGOOE

Nesse estudo, todos os pacientes acromegalicos haviam sido tratados
previamente para acromegalia com modalidades de tratamento padrao apresentadas na

tabela 2. No entanto, a despeito do tratamento instituido e do presente estudo ndo ter

sido desenhado para o estabelecimento de relacGes de causa-efeito, ressalta-se que os
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niveis de IGF-1 e GH, ao diagndstico do CPT, estavam elevados (417,0 + 285,1 ng/mL
e 4,7 £ 4,9 ng/mL respectivamente).

Sabe-se que o IGF-1 é um importante fator de crescimento e diferenciacdo da
tireoide, promovendo a proliferacdo das células tireoidianas normais pela
potencializacdo do efeito mitogénico do TSH. Balkany et al. ( 1995) sugeriram que
tumores da tireoide poderiam ser estimulados pelo aumento dos niveis circulantes de
IGF-1. Sua suposicdo é favorecida pelo fato de existirem trés vezes mais receptores de
IGF-1 em tecido neoplasico tireoidiano do que em tecido normal (YASHIRO et
al.,1989). Takahashi et al. (1990) demonstraram que em culturas de células tireoidianas
humanas havia producdo de IGF-1, assim como a presenca de seu receptor, tanto em
células normais quanto em células neoplasicas, sendo que nestas tltimas a concentragao
dos receptores de IGF-1 foi maior, sugerindo que o IGF-1 contribuiria para o
crescimento anormal das células foliculares da tireoide. Este achado foi reforcado por
MACIEL et al. (1995) em estudos utilizando técnicas de imunohistoquimica e
hibridizacao in situ. Além disso, estudos demonstraram que o IGF-1 promove a
replicacdo do DNA de células tireoidianas cancerosas (HISHINUMA et al.,1994).

A producao de IGF-1 por fibroblastos na glandula tireoide é efetuada de uma
maneira GH dependente. Estudo de Gullu et al. em 2010 demonstrou que niveis iniciais
elevados de GH estiveram associados ao aumento do risco de desenvolvimento de
cancer em pacientes com acromegalia (p=0.046), ao contrario do observado para os
valores iniciais de IGF-1. Willians et al. (1989) mostraram que células foliculares de
tumores benignos da tireoide passam a nao necessitar do IGF-1 circulante e proliferam
em resposta a producdo autdcrina de IGF-1 pelo tumor. Onoda et al. (1992) estenderam
estes achados para células de tumores malignos de tireoide.

Frente a estas evidéncias, torna-se racional avaliar a expressdao do IGF-1 em
tecidos neoplasicos de paciente expostos a situagoes onde sabidamente ha aumento do
IGF-1 circulante, como a acromegalia. Neste contexto, Tita et al, em 2005, avaliaram
uma série de 125 acromegalicos e encontraram CPT diferenciado em 7 destes. A
analise semi-quantitativa da expressao de IGF-1, por imunohistoquimica, observou-se
imuno-exprressao mais intensa no CPT dos individuos acromegalicos quando
comparados aos ndao acromegalicos.

No presente estudo também foi observada diferenca estatisticamente significante
quanto a imunoexpressdao do IGF-1 no grupo acromegalico versus grupo comparativo

(p=0,017). Além disso, observou-se, apenas nos pacientes com acromegalia, uma
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tendéncia de correlagdo positiva entre o grau de expressao IHQ de IGF-1 em tecido de
CPT e o tamanho tumoral, quando estas variaveis foram analisadas por regressao linear
simples, fato ndo observado entre os pacientes sem acromegalia.

Ressalta-se ainda que, apesar dos pacientes sem imunoexpressao forte para IGF-
1 terem apresentado maior tamanho tumoral a andlise univariada — realizada apods
categorizacdao dos pacientes em dois grupos — a analise de regressdo linear, ndao houve
qualquer correlacdo entre o tamanho tumoral e o grau de imunoexpressao de IGF-1.

Expressao de galectina tem sido descrita em tecido tireoidiano humano normal e
em tumores de tireoide por varios pesquisadores (ORLANDI et al.,1998; DANGUY et
al., 2002). Xu et al. examinaram a imunoexpressao da galectina-3 em varios tecidos
neoplasicos e ndo neoplasicos, sendo observada expressao deste marcador em todos os
tipos de neoplasias da tireoide de origem epitelial (XU; EL-NAGGAR; LOTAN, 1995)

Muitos estudos tém sido realizados para avaliar a expressao IHQ da galectina-3
em lesOes da tireoide, com o objetivo de estudar o seu papel como um indicador
diagnéstico, particularmente na diferenciacdo de situacdes problemaéticas, nas quais os
resultados sdo inconclusivos a técnica de coloragdo rotineira — hematoxilina-eosina.
Numa série de relatos recentes, a galectina-3 foi encontrada superexpressa nos casos de
neoplasia maligna da tireoide, ndo sendo detectavel em tecido tireoidiano normal e nao
maligno (GASBARRI et al., 1999; INOHARA, 1996 apud THAN et al., 2008).

Por outro lado, a literatura traz recentes trabalhos, com achados controversos aos
anteriormente citados, em que Jakubiak- Wielganowicz et al. (2003) e Mehrotra et al
(2004) demonstraram que a galectina-3 ndo é um marcador de IHQ confiavel para
distinguir lesdes benignas e malignas da tireoide, e que ndo é um marcador altamente
especifico na diferenciacdo entre tumores foliculares benignos e malignos, embora
possa ser utilizado como uma ferramenta adicional.

Nesse estudo ndo houve diferenca estatisticamente significante para a expressao
de galectina-3 entre os pacientes com e sem acromegalia, conforme exposto na tabela 4.
Adicionalmente, ao serem avaliados em grupos categorizados de acordo com a
expressao de galectina-3, ndo foi observada diferenca estatisticamente significante
quanto as variaveis clinico-patologicas. Ressalta-se que nesta casuistica todos os
pacientes apresentavam CPT, portanto a galectina-3 ndo foi analisada como um
marcador para a diferenciagdo entre lesdes malignas e benignas da tireoide. Além disso,

a expressao deste marcador foi registrada em apenas 32 pacientes, o que limitou a
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analise estatistica. Até o presente momento, ndo ha descricdo na literatura da expressao

deste marcador em lesdes tireoidianas neoplasicas em acromegalicos.
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7 CONCLUSOES

FY%%E o de marcadores

O presente estudo avaliou a presenca da mutacio BRA
imunohistoquimicos (IGF-1 e galectina-3) em espécimes de CPT de pacientes
acromegalicos e ndo acromegalicos, revelando uma elevada prevaléncia desta mutagdo
— 90,9% — nos espécimes de CPT de pacientes acromegalicos, sugerindo que a

acromegalia estd associada de forma independente a presenca da mutagio BRAFY*""

em
pacientes com CPT.

Nessa casuistica, ao contrario do que é mais comumente descrito na populacao
geral, a mutacdo BARF ndo se revelou um marcador de agressividade tumoral do CPT
em pacientes com acromegalia.

Adicionalmente, destaca-se a elevada prevaléncia de CPT — 5,9% — em série de
305 acromegalicos seguidos em instituicdes de referéncia para o estudo desta condigao.

Observou-se ainda forte expressdao imunohistoquimica do marcador IGF-1 nos
espécimes de CPT dos pacientes acromegalicos e correlacdo positiva entre o tamanho
do tumor de tireoide e o grau de imunoexpressao para IGF-1.

Por outro lado, ndo se observou maior expressdo da galectina-3 no grupo
acromegalico estudado, assim como nenhuma associacdo deste marcador com as
variaveis clinico-patol6gicas analisadas.

Até o presente ndao ha descricao de associacdo entre acromegalia e presenca da
muta¢do BRAFY*F, Além do entendimento acerca da patogénese molecular do CPT em
acromegalicos, um potencial beneficio do conhecimento da alteracdo genética
BRAFY** em CPT de pacientes acromegdlicos é a possibilidade da disponibilizagdo,
ainda em carater experimental, de protocolos terapéuticos individualizados e de
terapéuticas inibidoras de RAF quinase melhorando o prognéstico e a sobrevida destes

pacientes.
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