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O Carcinoma Papilífero é a neoplasia endócrina mais comum, com uma 

incidência anual de 2 a 4 por 100.000 indivíduos(1), pertence ao grupo dos chamados 

carcinomas bem diferenciados de tireóide, é oriundo da célula folicular tireoideana e 

acomete principalmente mulheres em idade reprodutiva(2). Após os 70 anos de 

idade, sua incidência é igual entre ambos os sexos, e existe uma forte associação 

entre o aumento da idade e um pior prognóstico(3-8).  

Recentemente, muitos estudos têm observado os eventos moleculares que 

levam à transformação maligna da célula folicular tireoideana. No carcinoma 

papilífero destacam-se (figura 1)(7):  

1) as translocações e inversões que causam a recombinação do gene RET 

(rearranged during transfection proto-oncogene; MIM 164761) com genes 

heterólogos, dando origem ao gene quimérico RET/PTC (PTC - papillary 

thyroid carcinoma). 

2) as mutações ativadoras e translocações do gene BRAF (RAF-Rapidly 

growing fibrosarcomas). 

3) as mutações do gene RAS(9). 

 

 
Figura 1 – Diferentes alterações moleculares que levam a transformação tumoral 

da celular folicular tireoideana(10). 
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Todas essas alterações genéticas interferem na via da MAP quinase (mitogen 

activated protein), que estimula a proliferação desordenada da célula folicular 

originando a neoplasia(11-15). A via da MAP quinase tem um papel importante na 

proliferação, diferenciação e apoptose celular(13, 16-18). 

 

A cirurgia da tireóide no paciente idoso deve ser realizada com os mesmos 

princípios e indicações do paciente jovem, graças a uma morbi-mortalidade baixa, 

quando realizada por mãos experientes(5, 6, 19-24). O câncer da tireóide é comum entre 

os idosos, representando um terço das desordens tireoideanas, em pacientes acima 

dos 80 anos, comparado a uma incidência de 6 a 8% entre a quarta e quinta 

décadas de vida(3, 4, 25). Além de sua maior incidência, o câncer de tireóide também 

possui uma maior gravidade no idoso, devido a presença comum de fatores de pior 

prognóstico como extravasamento capsular, invasão vascular, histologia folicular e 

indiferenciada (carcinoma anaplásico) além da idade como um fator independente 

de mau prognóstico(4, 26-28). 

 

A idade é o maior fator de risco para o desenvolvimento de uma neoplasia e 

mais de 50% dos tumores em geral acometem pacientes com mais de 65 anos de 

idade(4). O envelhecimento da população mundial é fato incontestável e vem 

ocorrendo tanto em países desenvolvidos como naqueles em desenvolvimento(6, 21, 

22, 29). Estima-se que em 2025, o Brasil terá a sexta maior população de idosos do 

mundo, e a faixa de maior crescimento será daqueles com mais de 80 anos(30). 
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A) Conceitos em biologia molecular 

Os tumores se desenvolvem a partir de células que sofrem alterações através 

de danos genéticos herdados ou adquiridos, transferidos às células filhas. Assim, 

nasce um clone de células capaz de se multiplicar e resistir aos mecanismos de 

defesa do organismo (figura 2)(31). Tais danos genéticos podem ser causados por 

eventos químicos (ex: benzeno), agentes físicos (ex: radiação ultravioleta e 

ionizante) ou agentes biológicos (ex: papilomavírus). 

 
Figura 2 – Expansão monoclonal de célula tumoral após alteração genética. 

 

As anormalidades que acometem os genes estimuladores da divisão celular 

(oncogenes) e os genes que bloqueiam a divisão celular (supressores tumorais) 

podem conferir à célula vantagens no crescimento e desenvolvimento(32). Podem 

ainda ocorrer danos nos genes que controlam o tempo de vida ou a morte celular, 

como o gene da telomerase, os genes envolvidos na apoptose(33) e os genes de 

reparo do DNA, como o P53(34). Quanto mais tempo uma célula viver, maior será a 

chance de adquirir mutações vantajosas para crescimento e diferenciação. Além 

disso, para que um tumor progrida localmente ou através de metástases é 

necessário que as células tenham a capacidade de angiogênese, invasão de células 
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vizinhas, vencer barreiras, embolizar, sobreviver aos ataques do sistema 

imunológico, aderir ao leito capilar e extravasar para o tecido distante, além de se 

multiplicar em um ambiente hostil. Todos estes fatores dependem da ativação e/ou 

da desativação de uma série de genes(32). Quando uma célula sofre grandes danos 

em seu DNA, que sobrepujam sua capacidade de reparação, está sujeita à 

instabilidade genômica, ou seja, pode sofrer alterações grosseiras como 

translocações, amplificações, ou mesmo perda de material cromossômico. Assim, 

com o genoma instável, novas anormalidades poderão ocorrer com a divisão celular, 

aumentando a chance de desenvolvimento do câncer(17, 32). 

 

B) Biologia Molecular da célula tireoideana 

O gene RET está localizado no cromossomo 10q11.2 e codifica um receptor 

transmembrana com atividade tirosina-quinase que se expressa nos tecidos 

oriundos das células da crista neural e das células uro-genitais. Ele codifica a 

proteína RET, que é composta pelo domínio extracelular, o domínio transmembrana 

e o domínio intracelular, este último rico em atividade enzimática da tirosina-quinase. 

Seu domínio extracelular atua como receptor do fator de crescimento neurotrófico 

derivado de células da glia (GNDF-glial cell-derived neurotropic factor), responsável 

pela sua ativação, induzindo diferentes vias de sinalização intracelulares, 

dependendo da tirosina-quinase envolvida. As fosforilações de tirosinas e 

combinações com efetores intracelulares levam a ativação da via da MAP quinase 

(Figura 3)(7), que é a via mais importante envolvida na gênese do carcinoma 

papilífero da tireóide, e pode ser ativada pela mutação BRAF. 

___________________________________________________________________________ 
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Figura 3 – Vias de sinalização celular conhecidas como oncogênicas – a via da MAP quinase, ativada pela mutação do BRAF, 

(assinalada em vermelho) é estimulada por fatores de crescimento e promove a proliferação celular. 
 

Quanto à tumorigênese da célula tireoideana, as células parafoliculares, 

derivadas da crista neural, só expressam o gene RET durante a fase embrionária, 

mas as mutações ativadoras do RET na fase adulta levam à forma familiar do 

carcinoma medular. Já as células foliculares não expressam o gene RET(35); 

entretanto várias alterações genéticas exercem sua atividade oncogênica, ao menos 

parcialmente, através da via RET/PTC – RAS – RAF – MAP quinase / ERK quinase 

(7) (Figura 4), levando à formação do carcinoma papilífero. 
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Figura 4 – Esquema diagramático da via da MAP quinase. A via normal (suprimida) está 

representada em verde, onde GF representa o fator de crescimento, enquanto a  
ativação da via através de mutações está representada em vermelho(36). 

 

C) A mutação BRAF 

Existem três formas de RAF quinases (ARAF, BRAF e CRAF). O BRAF se 

localiza no cromossomo 7, e é o mais potente ativador da via MAP quinase. Abaixo, 

um esquema das três proteínas do sistema RAF (Figura 5)(37). 

  

 
Figura 5 – Esquema diagramático das três formas de RAF quinases. 
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As mutações pontuais ativadoras do BRAF no domínio quinase se localizam 

nos exons 11 e 15 do gene e a transversão T1799A representa mais de 80% de 

todas as mutações BRAF. Esta mutação foi inicialmente denominada T1796A, 

baseada na seqüência de nucleotídeos do GenBank NM 004333, na qual faltava um 

códon (3 nucleotídeos) no exon 1 do gene BRAF. Com a versão correta da 

seqüência de nucleotídeos do GenBank NT 007914 disponível, esta mutação do 

BRAF é chamada de T1799A(7). A mutação T1799A resulta em substituição do 

aminoácido V600E (formalmente chamada de V599E) no produto protéico e 

subseqüente ativação da BRAF quinase (Figura 6)(38). 

 

 
Figura 6 – Esquema diagramático da mutação BRAF, tamanho e sua localização no cromossomo. 

Abaixo, à direita, a alteração na proteína quinase resultante (substituição de uma valina por 
um glutamato na posição 600). 

 

Excetuando a mutação K601E encontrada em um adenoma folicular e quatro 

carcinomas papilíferos de variante folicular, o rearranjo do gene AKAP9-BRAF 

(descrito em um carcinoma papilífero esporádico e três associados com a radiação), 

a deleção de três nucleotídeos (K601del) encontrada em linfonodos metastáticos de 

um carcinoma papilífero de variante sólida, e a inserção de três nucleotídeos 

(V599Ins) encontrada em um carcinoma papilífero de variante clássica, a mutação 

BRAF V600E é a única encontrada frequentemente no carcinoma papilífero de 

tireóide(39, 40). Esta mutação é de extrema importância porque o aminoácido valina 
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localizado na posição 600 contribui significativamente para a estabilização da 

conformação inativa do domínio da BRAF quinase. A substituição da valina pelo 

glutamato causa desestabilização desta conformação inativa, promovendo um 

estado de ativação, aumentando a atividade da BRAF quinase através de MEK(40) 

(Figura 4). 

 

Desde a sua descoberta as mutações BRAF têm sido relatadas em vários 

tipos de tumores, com freqüências variáveis, sendo as mais prevalentes em 

melanomas e em nevus(41). Recentemente, importantes estudos têm demonstrado 

as mutações BRAF no câncer da glândula tireóide, com uma prevalência apenas 

inferior à do melanoma(37). As mutações BRAF (o gene da RAF quinase do tipo B) 

representam a alteração genética mais comum do câncer de tireóide e esta foi a 

descoberta mais notável neste campo de pesquisa, nos últimos anos(42). O 

descobrimento destas alterações criou inclusive a oportunidade do desenvolvimento 

de novas estratégias de tratamento para o câncer da tireóide.(13, 16, 43-46). 

 

D) Mutação BRAF e câncer de tireóide 

As mutações BRAF estão presentes em 23-83% dos carcinomas papilíferos 

(figura 7) e são altamente específicas para este tipo histológico  (9, 37, 38, 47-49). Kimura 

e cols, em um estudo pioneiro publicado em 2003, demonstraram que a mutação 

BRAF ocorre em 32,8% dos carcinomas papilíferos, não ocorre em lesões benignas 

ou foliculares, e quando presente não se sobrepõe com outras mutações de RAS ou 

de rearranjo do RET/PTC. Estes fatos apontam à via da MAP quinase como a 

principal responsável pela gênese do carcinoma papilífero(37, 50, 51). 
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Os rearranjos do RET/PTC são comuns em carcinomas papilíferos 

associados com radiação ionizante(8, 52), enquanto que as mutações BRAF parecem 

menos freqüentes nestes tumores(49), assim como em crianças expostas ou não a 

radiação(8, 53). 

 
Figura 7 – A prevalência da mutação BRAF estudada em carcinomas papilíferos está demonstrada,  
agrupando dados de um mesmo país. A prevalência calculada é de 39,6% (845 de 2129 casos)(49) 

 *os dados italianos não incluem os dados de Fugazzola e cols; 
**a maioria dos pacientes estudados era de crianças. 

 

 Nikiforova e cols(54), em 2003, estudaram 320 lesões de tireóide 

benignas e malignas (104 carcinomas papilíferos, 32 carcinomas foliculares,12 

carcinomas pouco diferenciados, 11 carcinomas anaplásicos, 13 carcinomas 

medulares, 46 adenomas foliculares e 65 nódulos hiperplásicos), confirmando a 

ausência da mutação BRAF em lesões benignas, carcinomas medulares e 

foliculares. E pela primeira vez, observaram que a mutação BRAF, atribuída até 

então como exclusiva do carcinoma papilífero, ocorria também em carcinomas 
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pouco diferenciados e anaplásicos. Sugeriram ainda, que tais carcinomas menos 

diferenciados BRAFm se originavam a partir de carcinomas papilíferos(49, 55). 

 

O carcinoma anaplásico acomete principalmente pacientes idosos com bócios 

ou carcinomas bem diferenciados não tratados e com longa evolução. Um exame 

histopatológico cuidadoso revela que muitos carcinomas anaplásicos possuem áreas 

de carcinoma papilífero ou folicular(56). Ele se origina a partir do epitélio folicular 

tireoideano, e pode representar uma indiferenciação dos carcinomas bem 

diferenciados. Alguns autores têm demonstrado a transformação do carcinoma 

papilífero em carcinoma anaplásico através de evidências moleculares, onde a 

mutação ativadora do oncogene BRAF (mutação BRAF) e a inativação do P53 

desempenham um importante papel (Figura 1)(38, 41, 54, 57). 

 

A patogênese dos tumores pouco diferenciados e anaplásicos da tireóide e 

sua possível associação com tumores bem diferenciados pré-existentes tem sido 

discutida há muito tempo, e já existia evidência histológica da transformação: 

carcinomas bem diferenciados  carcinomas pouco diferenciados  carcinomas 

anaplásicos(56, 58). Entretanto, havia pouca evidência desta transformação em níveis 

moleculares. Nikiforova e cols demonstraram que esta transformação pode ser 

favorecida pela mutação BRAF(54). 

 

O carcinoma papilífero possui algumas variantes histológicas que também 

foram estudadas quanto à presença da mutação BRAF. A variante clássica e a 

variante de células altas (relacionada com maior agressividade) parecem apresentar 

uma maior incidência da mutação BRAF. Já a variante folicular apresenta tal 
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mutação mais raramente, e os microcarcinomas (tumores menores que 1,0cm) 

podem apresentar a mutação BRAF, o que confirma a hipótese de que ela pode 

ocorrer no início da gênese tumoral do carcinoma papilífero(54). 

 

Quanto ao prognóstico, esta mutação pode aparecer precocemente em 

carcinomas papilíferos pequenos, mas acredita-se que os carcinomas papilíferos 

com mutações BRAF possuem com maior freqüência, fatores de pior prognóstico, 

como variantes mais agressivas (ex: células altas), extravasamento da tireóide, 

estádio clínico mais avançado, metástases à distância e ainda podem estar 

relacionadas com o carcinoma anaplásico. Estes dados indicam que tumores com 

este genótipo possuem um prognóstico pior(1, 38, 47, 54, 59-63). 

 

Uma correlação entre a idade avançada e a presença da mutação BRAF em 

carcinomas papilíferos foi demonstrada(54, 64), e recentemente, uma baixa freqüência 

desta foi observada em crianças(53, 60, 65). Atualmente, nenhuma outra associação 

inequívoca foi estabelecida entre o genótipo e alterações clínico-patológicas do 

carcinoma papilífero(49). Alguns estudos demonstraram uma correlação entre a 

mutação BRAF e o estadiamento avançado, metástases linfonodais, metástases à 

distância e recorrência do tumor(1, 16, 47, 54, 63, 66). 

 

Xing e cols (2005) demonstraram que a mutação BRAF é um fator preditivo 

independente de recorrência tumoral, mesmo em pacientes com estadio I e II(66). 

Ademais, as mutações BRAF também têm sido relacionadas à baixa captação de 

iodo 131 no pós-operatório, assim como à falha do tratamento da doença 

recidivada(67). Entretanto, Trovisco e cols(64), entre outros(40, 49, 68, 69), não 
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demonstraram associação da mutação BRAF com um pior prognóstico. Fugazzola e 

cols (49), estudando 260 carcinomas papilíferos, demonstraram uma associação com 

significância estatística entre a mutação BRAF e idade avançada ao diagnóstico, 

sem correlação com um pior prognóstico ou pior evolução, com seguimento médio 

de 72 meses. Ito e cols, em 2009(69), estudaram, 631 pacientes com carcinoma 

papilífero e seguimento médio de 83 meses, e também falharam em demonstrar um 

pior prognóstico associado com a mutação BRAF (Figura 8). 

 

Figura 8 – Curvas de Sobrevida livre de doença de Kaplan-Meier de pacientes com carcinoma 
papilífero com a presença e a ausência da mutação BRAF. N.S.: Não-significante; 

DFS: Sobrevida livre de doença(69). 
 

Assim, a mutação BRAF representa uma importante descoberta para a 

pesquisa do câncer da tireóide; e é a mutação mais freqüente do carcinoma 

papilífero, tipo histológico mais comum entre as neoplasias da tireóide. Como não 

existem estudos com análise multivariada ou com casuística e tempo de seguimento 

suficientes, não está claro se a mutação do BRAF está relacionada a um pior 

prognóstico, ou apenas ocorre em indivíduos idosos nos quais outros fatores são 

responsáveis pelo mau prognóstico(8, 53, 70, 71). Também não existe na literatura 

mundial, que seja de nosso conhecimento, um estudo da mutação BRAF específico 

em idosos. 
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O objetivo deste estudo é avaliar a freqüência da mutação V600E do gene 

BRAF em pacientes com mais de 65 anos submetidos à tireoidectomia, correlacionar 

sua presença ou ausência com as diferentes lesões histológicas, com suas 

diferentes variantes e fatores prognósticos do carcinoma papilífero. 
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CASUÍSTICA 

Foi realizado um estudo retrospectivo entre 1994 e 2009 selecionando todos 

os pacientes com mais de 65 anos submetidos a qualquer tipo de cirurgia sobre a 

glândula tireóide pela Disciplina de Cirurgia de Cabeça e Pescoço do Departamento 

de Cirurgia da Faculdade de Ciências Médicas da Santa Casa de São Paulo. Este 

estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa desta instituição sob o 

número 116/07. 

 

Uma revisão no banco de dados eletrônico da Disciplina de Cirurgia de 

Cabeça e Pescoço do Departamento de Cirurgia da Faculdade de Ciências Médicas 

da Santa Casa de São Paulo identificou 104 pacientes com mais de 65 anos e que 

haviam sido submetidos a algum tipo de cirurgia sobre a glândula tireóide. Destes 

104, quatro pacientes foram excluídos do estudo por apresentarem tumores 

primários de outras regiões, como paratireóide, orofaringe e laringe, com invasão de 

glândula tireóide. Dos 100 restantes, 15 apresentaram dados incompletos em 

prontuário ou inexistência de tecido suficiente em blocos de parafina para a extração 

de DNA, sendo então excluídos deste estudo. 

 

Os prontuários de 85 pacientes foram revistos levantando informações 

relevantes do quadro clínico, procedimento cirúrgico realizado e tipo de lesão 

histopatológica, assim como seus fatores prognósticos, conforme o protocolo 

desenvolvido para este fim (Anexo 1). 

 

Entre os 85 pacientes estudados, havia 78 do gênero feminino (91,8%, 

Gráfico 1). A idade dos pacientes variou entre 65 e 89 anos, com mediana de 70 

___________________________________________________________________________ 



CASUÍSTICA E MÉTODO ___________________________________________  18 

anos. A tireoidectomia total foi realizada em 74% dos pacientes, sendo que a 

totalização de tireoidectomia foi considerada como tireoidectomia total (Gráfico 2). 

 

Gráfico 1: Distribuição dos pacientes idosos submetidos à  
tireoidectomia por lesões primárias da tireóide, segundo o gênero  

8%

92%

masculino feminino
 

Fonte: SAME-Santa Casa de SP 
 
 

Gráfico 2: Distribuição dos 104 pacientes idosos submetidos a 
tireoidectomia,segundo o tipo de cirurgia realizada 
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TT: tireoidectomia total; HEMI: hemitireoidectomia; TSUB: tireoidectomia subtotal;  
IST: istmectomia; TUMORE: tumorectomia 
Fonte: SAME-Santa Casa de SP 
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Nestes mesmos 85 pacientes, a reação de PCR-RT realizada após a extração 

do DNA dos blocos de parafina, conseguiu detectar a ausência ou presença da 

mutação BRAF V600E em 47 pacientes (55,3%). A mutação BRAF foi considerada 

não analisável em 38 pacientes (44,7%).  

  

Nos 47 casos em que a mutação foi analisável, de acordo com o tipo 

histológico da lesão, encontramos a distribuição demonstrada no Gráfico 3. É 

importante salientar que para obter um resultado satisfatório, repetimos a 

metodologia preferencialmente nos casos de carcinoma papilífero e indiferenciado, 

resultando em mais resultados analisáveis dentre estes dois grupos, particularmente 

dentre os casos de carcinoma papilífero. De 22 casos, 17 foram analisáveis, ou seja, 

77%. 

 
Gráfico 3: Distribuição dos casos segundo o tipo histológico e resultado da PCR-RT 
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MÉTODO 

Foram realizados cortes de tecido a partir dos blocos de parafina dos 

produtos de tireoidectomia, após a revisão da lâmina com patologista experiente em 

doenças da glândula tireóide, e confirmação do diagnóstico, assim como de que o 

bloco em questão possuía a lesão a ser estudada. Cuidados para evitar 

contaminação de DNA foram tomados como uso de luvas e navalhas descartáveis e 

manipulação dos cortes de tecido com pinça apropriada para este fim. 

 

Foi então realizada a extração de DNA, após a desparafinização dos cortes 

de tecido conforme o protocolo descrito no anexo 2. O sucesso da extração foi 

confirmado através de espectrofotometria. 

 

Sucedeu-se então a realização da PCR-ARMS (Amplification Refractory 

Mutation System) em tempo-real para identificação da mutação do gene BRAF no 

DNA extraído, utilizando controles positivo (amostra seqüenciada, demonstrando a 

presença da mutação no gene) e negativo (sangue humano de indivíduo saudável), 

bem como de reação sem a presença de DNA para garantir a ausência de 

amplificação inespecífica, em cada placa de reação. 

 

Nesta abordagem diagnóstica, cada amostra biológica é submetida a duas 

reações de PCR (figura 8), utilizando-se um primer comum (neste caso, o anti-

sense) e um primer específico para a seqüência de interesse na sua extremidade 3` 

(ou seja, em um dos tubos de PCR colocamos um primer sense normal e no outro 
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tubo de PCR colocamos um primer sense que se pareia com a mutação no último 

nucleotídeo de sua extremidade 3’). 

 

 
Figura 8: Modelo de placa de amostras utilizada para PCR em tempo real. Os números e letras 
dentro de cada quadrado corresponde a identificação das amostras. Cada amostra possui duas 

reações identificadas por cores diferentes – uma contém o primer normal e outra o primer mutado. 
As últimas 3 amostras são os controle negativo (normal), positivo (mutado) e NTC (no template 

Control – sem reagentes, para termos certeza de que não houve contaminação). 
 

A utilização de equipamento de PCR em tempo-real (Applied Biosystems, ABI 

7500) permite a detecção simultaneamente com a amplificação, em tubo fechado, 

eliminando a etapa pós-PCR e os riscos de contaminação decorrentes da 

manipulação de produtos amplificados. Adicionalmente, uma vez que a detecção 

baseia-se na capacidade de um agente intercalador (SYBR Green) emitir 

fluorescência na presença de dupla-fita amplificada, consegue-se maior 

sensibilidade analítica, especialmente quando se trata de produtos de PCR de 

tamanho inferior a 150bp.  
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Figura 9: Protocolo de ciclos de temperatura da PCR-RT. Após a ativação inicial da Taq polimerase 
(stage 1), o ciclo de desnaturação, anelamento e extensão é repetido por 40 vezes, com a detecção 

da amplificação na fase de extensão do produto (stage 2, step 3). Posteriormente (stage 3), é  
realizada a desnaturação e esfriamento lentos, para a realização da curva de dissociação. 

 

 No preparo das reações de PCR-RT, utilizou-se uma “solução-mãe” para 

cada condição estudada (normal ou mutado), conforme o quadro 1. As temperaturas 

utilizadas para a PCR foram: 95oC por 10minutos (ativação da Taq polimerase), 

seguida de 40 ciclos a 66oC por um minuto (anelamento dos primers) e 72oC por um 

minuto, conforme demonstra a Figura 9. Para garantir a especificidade da reação e a 

detecção de um único produto específico na PCR em tempo-real (PCR-RT), 

adicionamos um ciclo de dissociação (desnaturação lenta) para determinação da 

temperatura de dissociação de cada produto da PCR (figuras 9, 10 e 11). 
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Quadro 1 – componentes da “solução-mãe”, utilizada na reação de PCR. 

 

Wild-type Mutado
uL/rx uL/rx

2x Buffer (Fermentas) 12,5 12,5
Primer sense (WtxMt) 0,3 (Wt) 0,3 (Mt)
Primer antisense comum 0,3 0,3
H2O 10,9 10,9
Volume 24 24
DNA 1 1
Volume total 25 25

Reagentes

BRAF V600E

 

 

Os primers utilizados foram(72):  

 

 BRAFwt_s: AGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGT 

 BRAFmt_s: AGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGA 

 BRAF_ASc: TAGTAACTCAGCAGCATCTCAGGGC 

 

 
Figura 10: Curva de amplificação do DNA durante PCR-RT de amostra de carcinoma papilífero 

com a presença da mutação BRAF. 
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Toda reação foi avaliada inicialmente quanto à curva de amplificação (figura 

10) e, nos casos onde esta ocorreu, foi ainda verificada a curva de dissociação 

(figura 11) para garantir que a temperatura de dissociação (Tm) foi semelhante entre 

os casos, com pico único de amplificação. 

 
Figura 11: Curva de dissociação da PCR-RT– Uma única reação de controle mutado foi selecionada 

na placa de amostras representada embaixo, com temperatura de dissociação (Tm) de 77oC, 
 com um único pico de amplificação, garantindo assim que não ocorreu amplificação inespecífica. 

 

Nos casos cujo resultado da PCR-RT não foi analisável, optamos por repetir 

todo o método para a mesma amostra, buscando resultados positivos. Nos casos de 

carcinoma papilífero e anaplásico, repetimos a extração de DNA e a PCR-RT até 

três vezes. 

 

Por fim, a presença ou ausência da mutação BRAF em carcinomas papilíferos 

com resultado analisável foi correlacionada com as diferentes variantes histológicas 

(variante clássica, variante folicular e variante de células altas) presentes neste 

estudo, assim como aos diferentes fatores prognósticos do carcinoma papilífero 
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(idade, presença de metástase linfonodal, presença de metástase distantes, 

presença de tumor multifocal, presença de extravasamento de cápsula tireoideana 

com invasão de estruturas adjacentes, presença de invasão vascular sanguínea ou 

linfática e ocorrência de recidiva local ou regional. 

 

A análise estatística incluiu medidas de tendência central e dispersão para as 

variáveis quantitativas e freqüências absolutas e relativas para as variáveis 

categóricas. Para verificar a associação entre as variáveis categóricas, foi utilizado o 

teste exato de Fisher. A avaliação da diferença entre as médias das variáveis 

quantitativas (idade e tamanho do tumor) segundo o status da mutação, foi 

empregado o teste de Mann-Whitney. Os resultados foram considerados 

significativos quando p<0,05 (testes bicaudais). Todos os testes estatísticos foram 

realizados com o auxílio do software Stata for Mac versão 10.0. 

 

___________________________________________________________________________ 



________________________________________________________________  26 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESULTADOS

___________________________________________________________________________ 



RESULTADOS____________________________________________________  27 

 Nos 47 casos com resultado analisável, dentre as diversas lesões histológicas 

benignas e malignas estudadas, não encontramos um caso sequer da mutação 

BRAF em lesões diferentes do carcinoma papilífero, conforme demonstra o Gráfico 

4. 

 

Gráfico 4: Distribuição dos casos com resultado analisável, segundo o tipo histológico e resultado da 
PCR-RT quanto à presença ou ausência da mutação BRAF 
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*BRAF-: ausência da mutação BRAF; BRAFm: presença da mutação BRAF 
Cec: carcinoma epidermóide, ca folicular: carcinoma folicular, ca indif: carcinoma indiferenciado ou anaplásico, ca medular: 
carcinoma medular, ca papilífero: carcinoma papilífero 
 

 A freqüência da mutação BRAF encontrada considerando-se apenas os 

carcinomas papilíferos foi de 41,2% (7 casos BRAFm entre 17 com resultado 

analisável). Entre estes 17 pacientes, a mediana da idade foi de 71 anos (média: 

72,5; desvio padrão: 6,18) e havia apenas um paciente do sexo masculino. Quanto 

as variantes histológicas do carcinoma papilífero, 12 (70,6%) eram da variante 

clássica, 4 da variante folicular (23,5%) e 1 caso de variante de células altas (5,9%).  
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 A mediana calculada sobre o tamanho do tumor foi de 3,0cm, com média de 

3,1cm e desvio padrão de 2,32. Quanto aos demais fatores prognósticos, 

encontramos multicentricidade em 8 casos, metástases linfonodais em 6 casos, 

metástases distantes em 1 caso, extravasamento de cápsula em 7 casos, invasão 

vascular em 10 casos e recidiva local ou regional em 2 casos, conforme demonstra o 

gráfico 5. 

 
Gráfico 5: Distribuição dos fatores prognósticos do carcinoma papilífero, nos casos com mutação 

analisável 
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** N: presença de metástase linfonodal; M: presença de metástase distante; extravasamento: presença de extravasamento da 
cápsula tireoideana; inv vasc: presença de invasão vascular sanguínea ou linfática; recidiva: recidiva local ou regional 
Fonte: Departamento de Ciências Patológicas, Santa Casa de SP 
 

 

A correlação entre a mutação BRAF e o gênero, não foi significante, pelo 

teste exato de Fisher (p=0,412), assim como a correlação entre a mutação BRAF e a 

presença de invasão vascular (p=1,0), recidiva (p=0,154), multicentricidade (p=1,0), 

e extravasamento da cápsula tireoideana (p=0,058). Neste último fator prognóstico, 

nós observamos significância estatística próxima ao limite de 5%, sendo observada 

___________________________________________________________________________ 



RESULTADOS____________________________________________________  29 

diferença na porcentagem de extravasamento, segundo o status da mutação BRAF 

(71,4 % nos casos BRAFm e 28,6% nos casos BRAF-) (Tabela1).  

 

Analisando o grupo de carcinomas papilíferos, observamos associação com 

significância entre a variante clássica e o status da mutação BRAF (p=0,044), em 

comparação com as demais variantes histológicas agrupadas (Tabela1). 

 

Tabela 1: Distribuição dos fatores prognósticos avaliados de acordo com a 
presença ou ausência da mutação BRAF 

fatores 
prognósticos   BRAFm % BRAF- % p 

  n=7  n=10   
Gênero masc 1 14,3 0 0,0 0,412 
 fem 6 85,7 10 100,0  
Invasão vascular  4 57,1 3 30,0 1,0 
Recidiva  2 28,6 5 50,0 0,154 
multicentricidade  3 42,9 5 50,0 1,0 
extravasamento  5 71,4 2 20,0 0,058 
Variante clássica   7 100,0 5 50,0 0,044 

BRAF-: ausência da mutação BRAF; BRAFm: presença da mutação BRAF 
 

As variantes tamanho do tumor e idade foram analisadas pelo teste de Maan-

Whitney, não sendo encontrada associação com significância estatística, conforme 

demonstram os Gráficos 6 e 7, com níveis de significância estatística de 0,8066 e 

0,1052 respectivamente. 
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Gráfico 6: Distribuição dos casos de carcinoma papilífero com resultado 
analisável, segundo a presença e ausência da mutação BRAF e a idade. 

 
*não: ausência da mutação BRAF; sim: presença da mutação BRAF 

 
 
 

Gráfico 7: Distribuição dos casos de carcinoma papilífero com resultado 
analisável, segundo a presença e ausência da mutação BRAF e o 

tamanho do tumor 

 
*não: ausência da mutação BRAF; sim: presença da mutação BRAF 
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Entretanto, a média, e a mediana da idade do grupo de pacientes com a 

mutação BRAF foi de 75,3 e 74 anos, respectivamente. Já no grupo de pacientes 

com carcinoma papilífero e ausência da mutação estudada, a média foi de 70,6 e a 

mediana de 70 anos. 

 

Em suma, estudando apenas indivíduos idosos, encontramos a presença da 

mutação BRAF V600E apenas em casos de carcinomas papilíferos. Entre 17 

pacientes com esta lesão histológica, 7 apresentaram a mutação (41,2%). Entre 47 

pacientes em que obtivemos resultado analisável, incluindo os 17 carcinomas 

papilíferos, 4 outros tipos de tumores malignos e 26 lesões histológicas benignas, 

nenhum outro tipo de lesão histológica apresentou a mutação. Analisando os fatores 

prognósticos do carcinoma papilífero, encontramos tendência estatística de 

associação entre o extravasamento e a presença da mutação BRAF, além de 

demonstrar associação com significância estatística entre a variante clássica do 

carcinoma papilífero e a presença da mutação BRAF. 
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A mutação pontual do BRAF tem sido bastante estudada mundialmente, com 

papel fundamental na gênese tumoral do câncer coloretal, melanoma e carcinoma 

papilífero de tireóide(43). Embora muitos autores tenham demonstrado técnicas de 

extração de DNA a partir de tecido parafinizado, em nossa instituição outras 

tentativas já haviam sido feitas com este fim, sem sucesso. Tal dificuldade era 

atribuída a formolização da peça e provável dano ao DNA. Finalmente, utilizando um 

protocolo simples de desparafinização e extração de DNA, conseguimos estabelecer 

uma rotina para o desenvolvimento deste estudo. Desta forma, abrimos um grande 

campo de pesquisa em nossa instituição, minimizando a nossa dependência de 

tecido fresco e bancos de tumores, abrindo a perspectiva da utilização de um grande 

número de amostras disponíveis no Departamento de Anatomia Patológica. 

 

Tivemos dificuldades na extração de DNA de algumas amostras, sem 

qualquer correlação com a idade da amostra ou de seu lote, o que nos faz crer que a 

insistência no método deve trazer melhores resultados. Alguns casos apresentaram 

um resultado de PCR não analisável, sendo impossível dizer se a mutação em 

questão estava ou não presente, reduzindo nossa casuística e causando maior 

gasto de material, uma vez que todo o processo metodológico foi repetido numa 

tentativa de uma nova extração com sucesso.  

 

Inicialmente este estudo foi desenvolvido para verificar a presença da 

mutação do BRAF em indivíduos idosos submetidos à tireoidectomia por lesões 

benignas e malignas. Nossos resultados iniciais demonstram a ausência desta 

mutação em lesões benignas e em lesões malignas diferentes do carcinoma 

papilífero, mesmo em indivíduos idosos, o que é corroborado pela literatura(9, 37, 38, 47-
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49, 54). Xu e cols, em 2003, também descreveram a presença da mutação BRAF em 

carcinomas papilíferos, e sua ausência em bócios e lesões foliculares(73). 

 

Optamos pela insistência da pesquisa da mutação apenas nos casos de 

interesse, ou seja, carcinomas papilíferos e carcinomas anaplásicos que poderiam 

ter sua origem em carcinomas papilíferos(55). Isso explica o maior número de casos 

em que tivemos resultado dentre os carcinomas papilíferos, quando comparados ao 

grupo de bócios (ver Gráfico 3, pág. 19). 

 

A mutação BRAF está ausente em lesões benignas como o bócio colóide e a 

tireoidite de Hashimoto, assim como em lesões malignas diferentes do carcinoma 

papilífero, tal como o carcinoma folicular(73), conforme demonstramos também entre 

os pacientes idosos. Aqueles carcinomas anaplásicos oriundos de carcinomas 

papilíferos podem conter a mutação(57), embora no presente estudo, analisamos 

apenas um caso de carcinoma anaplásico que não a apresentava. 

 

Oler e Cerutti, em nosso meio, estudaram 120 casos de carcinoma papilífero, 

dos quais 48% apresentaram a mutação BRAF(74). Fugazzola e cols, na introdução 

de seu estudo (2006), cita que a prevalência mundial da mutação BRAF em 

carcinomas papilíferos gira em torno dos 40% (858 de 2174 casos estudados, ver 

figura 7, pág. 10)(49). Os mesmos autores, num estudo multicêntrico italiano, 

estudaram 260 carcinomas papilíferos e encontraram a mutação BRAF em 38% 

deles(49). Também em nosso meio, Araújo e cols, em 2009 demonstraram uma 

incidência de 28,1% (9 de 32), em carcinomas papilíferos(75). Nosso estudo 
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demonstra uma freqüência um pouco acima do relatado (41,2%), o que é facilmente 

justificável, tendo em vista a população estudada.  

 

A mutação BRAF também está associada a carcinomas papilíferos localmente 

invasivos, assim como aos carcinomas papilíferos que apresentam extravasamento 

de cápsula(70, 76), ou mesmo a lesões não encapsuladas. Em nossa casuística, 

encontramos tendência de associação com significância entre o extravasamento e a 

mutação BRAF (p=0,058), o que pode conferir à mutação BRAF, neste aspecto, um 

significado prognóstico. 

 

Lupi e cols(1), da Universidade de Pisa (Itália), em 2007, estudaram 500 

pacientes com carcinomas papilíferos de tireóide (230 microcarcinomas, 82 variantes 

clássicas, 114 variantes foliculares, 40 variantes de células altas e 34 de demais 

variantes). A freqüência da mutação BRAF foi de 43,8%, sendo mais alta na variante 

de células altas (80%) e na variante clássica (68,3%), e mais baixa na variante 

folicular (18,8%). Entre o grupo de microcarcinomas, a freqüência foi de 39,4%. Em 

nosso estudo, também demonstramos uma alta freqüência da mutação BRAF nos 

carcinomas papilíferos da variante clássica (58,3%), com associação estatística 

entre elas. 

 

Na mesma série de Lupi e cols, não houve relação com significância 

estatística entre a idade, o sexo e a presença da mutação à análise univariada, mas 

houve associação estatística da mutação com invasão extra-tireoideana, 

multicentricidade, metástases linfáticas, estádio III versus estádio I e II, e ausência 

de cápsula tumoral. Já à análise multivariada, apenas a presença de cápsula tumoral 
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estava associada à ausência da mutação BRAF, que neste aspecto sugere um 

melhor prognóstico. Apesar da pequena casuística de nosso estudo, conseguimos 

demonstrar uma tendência de associação entre o extravasamento tireoideano e a 

presença da mutação BRAF o que pode traduzir um pior prognóstico. 

 

Embora a mutação BRAF seja a anormalidade genética mais comum no 

carcinoma papilífero de tireóide, o seu significado prognóstico a longo prazo ainda 

não está bem estabelecido. Estudos contraditórios tem sido publicados, 

provavelmente pela heterogeneidade do carcinoma papilífero ao redor do mundo e 

diferentes fenótipos que se sobrepõem devido à alterações genéticas diferentes(8, 70, 

77, 78). 

 

A associação entre a variante clássica do carcinoma papilífero e a mutação 

BRAF já havia sido demonstrada(54, 64, 79, 80). Em nosso estudo, encontramos 

associação com significância entre a presença da mutação BRAF e a variante 

clássica do carcinoma papilífero. Mas devido ao pequeno número de casos 

analisados, não encontramos associação estatística entre os demais fatores 

prognósticos e o status da mutação BRAF. Oler e Cerutti, em 2009, demonstraram a 

associação entre a variante clássica do carcinoma papilífero e a mutação BRAF, 

com um fenótipo mais agressivo devido a menor expressão de genes 

metabolizadores de iodo, sugerindo a detecção da mutação BRAF como fator 

prognóstico, e auxiliar na escolha terapêutica em pacientes com carcinoma 

papilífero(74). 
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Acredita-se que os carcinomas papilíferos com a mutação BRAF podem 

apresentar menor captação de iodo no pós-operatório, o que traduz um fenótipo 

mais agressivo e maior chance de recorrência(67, 81, 82), apontando que nesses casos, 

ao menos o seguimento clínico deve ser absolutamente rigoroso. 

 

Recentemente, Elisei e cols, publicaram a primeira série de casos com 

seguimento consistente para sugerir que a mutação BRAF está associada a um pior 

prognóstico e parece ser um fator independente da idade(76). Em 102 pacientes com 

carcinoma papilífero e com seguimento médio de 15 anos, a freqüência da mutação 

foi de 37,3%, mas se apresentou maior nos pacientes com mais de 60 anos, o que 

corrobora os dados encontrados em nosso estudo. Demonstraram ainda, associação 

da mutação com estadios mais avançados, invasão vascular, e um prognóstico 

pior(76). Apesar de termos estudado apenas indivíduos com mais de 65 anos, 

sabemos que quanto maior a idade, pior o prognóstico do carcinoma papilífero, o 

que nos motivou a estudar a associação da idade com a mutação BRAF, 

demonstrando, sem significância estatística, que os pacientes BRAFm possuíam 

idade mais avançada. 

 

Assim, podemos dizer que mesmo em indivíduos idosos, a mutação BRAF foi 

encontrada apenas em carcinomas papilíferos, com uma freqüência de 41,2%. 

Demonstramos ainda a associação entre a variante clássica do carcinoma papilífero 

e a presença da mutação BRAF, mesmo em uma pequena casuística de pacientes 

idosos. Encontramos ainda, tendência estatística de associação entre o 

extravasamento tireoideano e a presença da mutação BRAF, além de uma maior 

mediana de idade neste grupo, sem significância estatística.  

___________________________________________________________________________ 



DISCUSSÃO______________________________________________________  38 

 

Entretanto, nossos resultados não nos permitem concluir que a presença da 

mutação BRAF está associada com um pior prognóstico, no carcinoma papilífero de 

tireóide, tendo em vista a pequena casuística estudada, e mesmo porque não nos 

interessou neste estudo, o tempo de seguimento e a sobrevida destes pacientes. 

Talvez, estes sejam objetivos para a continuidade deste estudo com aumento da 

casuística, envolvimento de outras instituições e seguimento clínico prolongado, 

tentando definir assim o real valor prognóstico da mutação BRAF no carcinoma 

papilífero de tireóide, em nosso meio. 
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Os resultados obtidos nas condições de execução do presente estudo 

permitem concluir que a mutação BRAF, nos pacientes idosos, também é exclusiva 

do carcinoma papilífero e tem freqüência expressiva. Além disso, está relacionada 

com sua variante clássica e pode estar relacionada ao extravasamento tireoideano. 
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Resumo: Mutação BRAF em pacientes idosos submetidos à tireoidectomia 
 

Introdução: As mutações BRAF representam a alteração genética mais 

comum do câncer de tireóide e esta foi a descoberta mais notável neste campo de 

pesquisa, nos últimos anos; estão presentes em 23-83% dos carcinomas papilíferos 

e são altamente específicas para este tipo histológico. Casuística e Método: 

estudamos 85 pacientes, com mais de 65 anos, submetidos à tireoidectomia, 

analisando a mutação BRAF V600E através de reação de PCR-RT realizada após a 

extração do DNA dos blocos de parafina. Resultados: conseguimos detectar a 

ausência ou presença da mutação BRAF V600E em 47 pacientes (55,3%), e ela foi 

considerada não analisável em 38 pacientes (44,7%). Entre os 17 carcinomas 

papilíferos estudados, 7 apresentavam a mutação (41,2%), e não encontramos a 

mutação BRAF em lesões histológicas benignas e malignas diferentes do carcinoma 

papilífero. Demonstramos associação estatística entre a presença desta mutação e a 

variante clássica do carcinoma papilífero além de tendência de associação entre o 

extravasamento tireoideano e a mutação BRAF. Discussão: Embora a mutação 

BRAF seja a anormalidade genética mais comum no carcinoma papilífero de 

tireóide, o seu significado prognóstico a longo prazo ainda não está bem 

estabelecido. Estudos contraditórios tem sido publicados, provavelmente pela 

heterogeneidade do carcinoma papilífero ao redor do mundo e diferentes fenótipos 

que se sobrepõem devido a alterações genéticas diferentes. Conclusão: a mutação 

BRAF, nos pacientes idosos, também é exclusiva do carcinoma papilífero e tem 

freqüência expressiva. Além disso, está relacionada com sua variante clássica e 

pode estar relacionada ao extravasamento tireoideano. 

Descritores: 1. Glândula tireóide 2. Tireoidectomia 3. Neoplasias da glândula 

tireóide 4. Proteínas proto-oncogênicas B-raf  5. Mutação 6. Idoso 
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Abstract: BRAF mutations in the elderly submitted to thyroidectomy 
 

Introduction: BRAF mutations are the most common genetic event in thyroid 

cancer and they are present in about 23-83% of papillary thyroid carcinoma. This 

mutation is highly specific of papillary histotype and it has been the most valuable 

finding in this research field during the last years. Patients and Methods: a series of 

85 patients, older than 65 years, submitted to thyroid surgery, were included in this 

study. BRAF V600E mutation was analyzed by RT-PCR, following DNA extraction of 

paraffin embedded tissue section samples. Results: The BRAF mutation was 

analyzed in 47 patients (55,3%), and was not found in benign and malignant lesions 

different than papillary carcinoma. In 17 papillary carcinomas studied, 7 showed the 

mutation (41,2%). An association between the BRAF mutation and the classic variant 

of papillary hystotype was found in the present study, and a correlation harboring 

statistically significance was showed between extrathyroidal invasion and the 

presence of the mutation. Discussion: Although BRAF mutation is the most common 

genetic change in papillary thyroid carcinoma, its correlation with long term prognosis 

is not well established. Contradictory data has been published by different authors 

possibly due to the heterogeneity of the histological variants of papillary thyroid 

carcinoma. Conclusion: The BRAF mutation in the elderly is papillary cancer 

exclusive and show high frequency. Nevertheless it is correlated to the classic variant 

of papillary carcinoma and possibly with extrathyroidal invasion. 

Keywords: 1. Thyroid gland 2. Thyroidectomy 3. Thyroid neoplasms 4. Proto-

oncogene proteins B-raf  5. Mutation 6. Aged 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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