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RESUMO 

 

Introdução: A oncogênese tireoidiana frequentemente envolve a ativação constitutiva da via 
RAS-RAF-MEK-ERK. A mutação BRAFV600E contribui para a sua ativação e tem sido 
considerada o evento oncogênico mais frequente do carcinoma papilífero de tireoide (CPT). 
Estudos clínicos e experimentais têm predominantemente demonstrado associação positiva 
entre a presença da mutação BRAFV600E e mau prognóstico do CPT. No entanto, alguns estudos 
não constataram esta associação, indicando que ainda há discrepâncias e variabilidade nos 
resultados obtidos. Objetivos: Determinar a prevalência da mutação BRAFV600E em casos 
consecutivos de CPT em pacientes diagnosticados e tratados no Hospital São Rafael, Salvador-
Bahia-Brasil e associar a presença da mutação com aspectos clinicopatológicos conhecidos do 
CPT e risco de recorrência segundo protocolos do Consenso Brasileiro e a American Thyroid 
Association. Metodologia: Estudo retrospectivo de 135 casos consecutivos de CPT.  Extração 
de DNA de tecido tumoral parafinado. Reação em cadeia da polimerase e sequenciamento 
direto do exon 15 do gene BRAF. Dados clínicos e patológicos foram obtidos através da revisão 
de prontuários físicos e eletrônicos. A positividade da mutação BRAFV600E foi confrontada com 
os aspectos clinicopatológicos dos pacientes utilizando Teste de Qui-Quadrado e análise 
multivariada de regressão logística. Resultados: A prevalência da mutação BRAFV600E foi de 
65,1% (28/43). A mutação BRAFV600E esteve positivamente associada com idade avançada 
(40,96 ± 13,69 vs 29,73 ± 10,18; P = 0,008) e negativamente com presença de tireoidite de 
Hashimoto (TH) (25% vs 66,7%; P = 0,008). Contudo, o efeito independente foi somente 
observado para TH (OR: 0,14; P = 0,024). Neste estudo, não foram observadas associações 
com o sexo do paciente, história familiar, subtipo histológico, tamanho tumoral, 
multifocalidade, invasão vascular, metástases linfonodais e à distância, estádio clínico 
avançado (TNM/AJCC) e risco de recorrência tumoral. Conclusão: A prevalência da mutação 
BRAFV600E foi semelhante à apresentada em estudos prévios. A mutação BRAFV600E não esteve 
associada com a maioria dos aspectos clinicopatológicos investigados. Tireoidite de Hashimoto 
esteve negativamente associado com a mutação BRAFV600E.  
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ABSTRACT 

 

 

Background: Thyroid oncogenesis often involves constitutive activation of the RAS-RAF-
MEK-ERK pathway. BRAFV600E mutation contributes to this activation and has been 
considered the most frequent oncogenic event in papillary thyroid carcinoma (PTC). Clinical 
and experimental studies have predominantly demonstrated positive association between 
presence of BRAFV600E mutation and poor PTC prognosis. However, some studies have not 
found this association, so there still are discrepancies and variability in the results obtained. 
Objectives: To determine the BRAFV600E mutation prevalence in consecutive cases of PTC in 
patients diagnosed and treated at São Rafael’s Hospital, Salvador-Bahia-Brazil, and associate 
its presence with known clinicopathological aspects of PTC and recurrence risk according to 
Brazilian's Consensus and American Thyroid Association guidelines. Methods: Retrospective 
study of 135 consecutive cases of PTC. DNA extraction from paraffin-embedded tumor tissue. 
Polymerase chain reaction and direct sequencing of exon 15 of BRAF gene. Clinical and 
pathological data were obtained through review of physical and electronic records. BRAFV600E 
mutation positivity was confronted with the clinicopathological features of patients using chi-
square test and multivariate logistic regression analysis. Results: BRAFV600E mutation 
prevalence was 65.1% (28/43). BRAFV600E mutation was positively associated with older age 
(40.96 ± 13.69 vs 29.73 ± 10.18, P = 0.008) and negatively with the presence of Hashimoto's 
thyroiditis (HT) (25% vs 66.7%; P = 0.008). However, the independent effect was only observed 
for HT (OR: 0.14, P = 0.024). In this study, associations with patient gender, familial history, 
histologic subtype, tumor size, multifocality, vascular invasion, lymph node and distant 
metastases, advanced clinical stage (TNM/AJCC) and risk of tumor recurrence were not 
observed. Conclusion: BRAFV600E mutation prevalence was similar to the presented in previous 
studies. BRAFV600E mutation was not associated with most clinicopathological aspects 
investigated. Hashimoto's thyroiditis was negatively associated with BRAFV600E mutation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

      Apesar da taxa de prevalência baixa em relação a outros tipos de tumores malignos, 

o câncer diferenciado de tireoide (CDT) representa a neoplasia endócrina mais frequente em 

humanos (SHERMAN, 2003). Não obstante, a epidemiologia da doença tem demonstrado 

aumento expressivo em sua taxa de incidência nas últimas décadas (KILFOY et al, 2009; 

FERLAY et al, 2010). No Brasil, o Instituto Nacional do Câncer (INCA) estima que ao final de 

2014 haverá o diagnóstico de 9.200 casos novos de CDT, com risco estimado de 8 casos para 

cada 100.000 mulheres (BRASIL, 2014). 

      Os tumores malignos da tireoide classicamente se originam a partir de dois tipos 

celulares: das células foliculares, derivando os carcinomas bem diferenciados; pouco 

diferenciados e indiferenciados; e das células parafoliculares, que dão origem ao carcinoma 

medular. Os carcinomas bem diferenciados compreendem as neoplasias tireoidianas mais 

frequentes e englobam o carcinoma papilífero e o carcinoma folicular da tireoide (SHERMAN, 

2003; FAQUIN, 2008). O carcinoma papilífero da tireoide (CPT) representa o tipo histológico 

mais frequente, compreendendo mais de 85% das neoplasias malignas que acometem a tireoide 

(NIKIFOROV, 2012; DAVIES, L.; WELCH, 2014). De fato, a grande incidência atual do CDT 

deve-se sobretudo ao aumento do número de casos de CPT, particularmente microcarcinomas 

papilíferos (PELLEGRITI et al, 2013).  

      No geral, o CPT representa um tumor tipicamente indolente que apresenta 

prognóstico clínico relativamente mais favorável quando comparado a outros tipos de tumores 

malignos tireoidianos (GIMM, 2001; SHERMAN, 2003). O tratamento inicial padrão, que 

consiste na indicação de tireoidectomia total e ablação com radioiodo para casos selecionados, 

é eficaz principalmente quando o diagnóstico é precoce (PACINI et al, 2006; COOPER et al, 

2009; ROSARIO et al, 2013). No entanto, apesar da baixa taxa de mortalidade por CPT, alguns 

casos podem apresentar extensão extratireoidiana (EET) e metástases locais ou à distância, 

podendo progredir para estágios inoperáveis e não responsivos ao radioiodo. A recorrência 

geral do CPT ainda é considerada alta, podendo atingir 15 a 30% dos casos em 5-20 anos de 

follow-up (MAZZAFERRI; JHIANG, 1994; HAYAT et al, 2007; SHEN et al, 2010; CONZO 

et al, 2013; KIM, S. J. et al, 2014). Sendo assim, um dos mais relevantes focos de pesquisa 

clínica atual é a prevenção e a redução de recorrências. 
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      A fim de reduzir a taxa de recorrência, bem como a mortalidade, por CDT, as 

principais sociedades científicas da área de Endocrinologia do mundo criaram guidelines que 

permitem orientar o manejo clínico dos pacientes diagnosticados (PACINI et al, 2006; 

COOPER et al, 2009; ROSARIO et al, 2013). Atualmente, a estratificação de risco de 

recorrência é a principal ferramenta para a determinação da melhor conduta terapêutica, sendo 

geralmente baseada em critérios clinicopatológicos. De fato, estudos clínicos têm demonstrado 

que uma variedade de aspectos clinicopatológicos podem influenciar o prognóstico do CPT, 

tais como idade ao diagnóstico, sexo, tamanho tumoral, EET, metástases locais ou à distância 

(HAMZANY et al, 2012; JONKLAAS et al, 2012; ITO et al, 2014). Além disso, algumas 

variantes histológicas do CPT possuem reconhecida maior agressividade, tais como a variante 

de células altas, variante de células colunares e variante esclerosante difusa (SILVER et al, 

2011). Apesar da comprovada associação destes aspectos prognósticos com o aumento do risco 

de doença agressiva, estes não são suficientemente precisos e, em sua maioria, são reconhecidas 

após o tratamento cirúrgico inicial. Isto dificulta o manejo clínico adequado dos pacientes, 

sobretudo na decisão entre condutas terapêuticas menos ou mais agressivas. Desta forma, a 

biologia molecular tem apontado direções inovadoras que prometem otimizar o manejo do 

CDT. 

      Nos últimos anos houve grande avanço no entendimento dos eventos oncogênicos 

responsáveis pelo início e progressão do CDT. Em relação à patogênese molecular do CPT, 

ganharam destaque as alterações genéticas da via de sinalização da MAPK (mitogen-activated 

protein kinase), compreendendo mutações pontuais nos genes BRAF (V-raf murine sarcoma 

viral oncogene homolog B1) e RAS (rat sarcoma), e rearranjos cromossômicos no oncogene 

RET (rearranged during transfection) (GRECO et al, 2009; BHAIJEE; NIKIFOROV, 2011). 

As alterações mais prevalentes atingem o gene BRAF, sendo identificadas em 40-45% dos casos 

(KIMURA et al, 2003, OLER; CERUTTI, 2009). A proteína BRAF (v-raf murine sarcoma 

viral oncogene homolog B) possui atividade serina-treonina quinase e pertence à família RAF 

(DHILLON et al, 2007). Mutações ativadoras do gene BRAF ocorrem em amplo espectro de 

tumores humanos, predominantemente melanoma, e com menos frequência em carcinoma 

intestinal e de ovário (DAVIES, H. et al, 2002). 

      Em 2003, foi descrito que a mutação BRAFT1799A (referido inicialmente como 

mutação no nucleotídeo 1796) seria a alteração genética mais predominante no CPT (KIMURA 

et al, 2003). A mutação BRAFT1799A promove a tradução de uma proteína BRAF cuja região 

quinase apresenta-se constitutivamente ativa, através da substituição de valina para ácido 
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glutâmico no aminoácido 600 (V600E). Esta alteração desencadeia a ativação da via de 

transdução de sinal da MAPK, potencializando a transformação maligna (XING et al, 2005). 

Estudos subsequentes confirmaram a alta prevalência da mutação BRAFT1799A em CPT, assim 

como o fato de que a mutação está presente quase que exclusivamente neste tipo histológico, 

não sendo observado em outros tipos de carcinomas bem diferenciados da tireoide (KIMURA 

et al, 2003; NIKIFOROVA et al, 2003; XING et al, 2005). Esta alta prevalência e especificidade 

da mutação BRAFV600E em CPT sugere seu provável papel na oncogênese e patogênese tumoral, 

com a possibilidade de utilização como marcador molecular prognóstico útil do CPT (XING, 

2007). 

      Em relação ao papel prognóstico da mutação BRAFV600E, uma série de estudos 

clínicos demonstraram associação entre a mutação e aspectos clinicopatológicos de prognóstico 

do CPT (NAMBA et al, 2003; NIKIFOROVA et al, 2003; TROVISCO et al, 2005; XING et al, 

2005; FUGAZZOLA et al, 2006; GRIFFITH et al, 2006). Estudos também apontam prevalência 

ainda mais elevada em subtipos histológicos mais agressivos, como a variante de células altas 

(SHERMAN, 2003; MACIEL; KIMURA; CERUTTI, 2005; HAYAT et al, 2007; 

MAZZAFERRI et al, 2007). Ainda, nos tumores de maior agressividade, como CPT pouco-

diferenciado e carcinoma anaplásico com focos de tumor papilífero, é relativamente comum 

encontrar a mutação BRAFV600E, sugerindo possível participação de BRAF no processo de 

progressão e na agressividade tumoral (MACIEL et al, 2005; CARLING; OCAL; 

UDELSMAN, 2007). Reforçando a ideia, o papel oncogênico da mutação BRAFV600E foi 

reproduzido e investigado em modelo experimental, mostrando maior agressividade tumoral do 

CPT e indiferenciação celular com evolução para subtipo de carcinoma pouco diferenciado, de 

perfil ainda mais invasivo (GHOSSEIN; LIVOLSI, 2008; OLER; CERUTTI, 2009). 

      No entanto, ainda não há consenso em relação ao real papel biológico da mutação 

BRAFV600E como fator prognóstico tumoral. Uma série de estudos foi incapaz de constatar 

associação clínica significativa entre a presença da mutação e comportamento clínico do CPT 

(ITO et al, 2009; SHEU et al, 2009; AHN et al, 2012; GOUVEIA et al, 2013; BARBABO et 

al, 2014). Sobretudo, outras análises mais recentes não foram concordantes ao demonstrar 

associação da mutação BRAFV600E com comportamento biológico de maior recorrência, 

progressão clínica e falha terapêutica em variantes agressivas do CPT, sugerindo, portanto, a 

possibilidade de simples relação indireta entre a presença da mutação e os subtipos histológicos 

mais agressivo (KIMURA et al, 2003; NIKIFOROVA et al, 2003; RIVERA et al, 2008; 

RICARTE-FILHO et al, 2009). 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 CÂNCER DE TIREOIDE 

 

2.1.1 Epidemiologia 

 

      Muito comum na prática clínica, o nódulo tireoidiano constitui a principal 

manifestação de grande parte das doenças tireoidianas. A prevalência do nódulo tireoidiano 

palpável na população é de 4 a 7% nas mulheres e 1% nos homens (MAZZAFERRI, 1992). 

Apesar da maioria dos casos representar lesões benignas (bócios, adenomas atóxicos e 

adenomas hiperfuncionantes ou tóxicos), a grande importância no manejo dos nódulos 

tireoidianos reside no fato de que 5 a 10% dos casos são neoplasias malignas (PAPINI et al, 

2002; ROSARIO et al, 2013).  

      O câncer de tireoide representa a neoplasia endócrina mais comum, compreendendo 

1% de todos os tipos de câncer diagnosticados em países ocidentais (SHERMAN, 2003). 

Apesar da sua relativa baixa prevalência em relação a outras neoplasias, houve nas últimas 

décadas aumento gradativo da incidência do câncer de tireoide na maior parte do mundo. 

Segundo os registros da série “Incidência do Câncer em Cinco Continentes” (Cancer Incidence 

in Five Continents), publicada pela Agência Internacional de Pesquisa em Câncer 

(Internacional Agency of Research on Cancer), o aumento da taxa de incidência do câncer de 

tireoide entre os anos de 1973 e 2002 foi reportado na maioria das populações estudadas de 

diferentes regiões geográficas (KILFOY et al, 2009; FERLAY et al, 2010). No Brasil, Veiga e 

colaboradores (2013) observaram que as taxas de incidência do câncer de tireoide na cidade 

São Paulo obtidas através Registro de Câncer de Base Populacional de São Paulo aumentaram 

5,2% ao ano entre 1997 e 2008. 

      Dados do programa estadunidense Vigilância, Epidemiologia, e Resultados Finais 

(Surveillance, Epidemiology, and End Results; SEER) indicaram que o câncer de tireoide 

representa a neoplasia maligna de mais rápido crescimento nos últimos anos, atingindo taxa de 

6,3% de incidência por ano (HOWLADER et al, 2014). A Figura 1 apresenta um gráfico que 

indica as taxas de incidência e mortalidade do câncer de tireoide obtidas a partir dos dados do 

programa, entre os anos de 1975 e 2010 (HOWLADER et al, 2014). 
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Figura 1: Gráfico das taxas de incidência e mortalidade do câncer de tireoide nos Estados 
Unidos entre os anos de 1975 e 2010. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. Dados do programa SEER (HOWLADER et al, 2014). 

 

       Apesar do gradual aumento da incidência, as taxas de mortalidade do câncer de 

tireoide mantiveram-se relativamente baixas e estáveis ao longo das últimas décadas em outros 

países desenvolvidos (BURGESS, 2002; FERLAY et al, 2013; JUNG et al, 2013; SHAW; 

SEMENCIW; MERY, 2014). No Brasil, Coeli e colaboradores realizaram um estudo 

epidemiológico no qual analisou dados provenientes do Sistema de Informações sobre 

Mortalidade, disponíveis no DATASUS do Ministério da Saúde (www.datasus.gov.br), e dos 

Registros de Câncer de Base Populacional, que indicaram inclusive redução dos índices de 

mortalidade por câncer de tireoide no país ao longo das últimas décadas (COELI et al, 2005). 

Este achado está em conformidade com estudo epidemiológico mais recente, que apontou 

diminuição da taxa de mortalidade por câncer de tireoide na cidade de São Paulo entre 1997 e 

2008, de 0,53 a 0,37 (VEIGA et al, 2013). Apesar da redução da mortalidade reportada no país, 

o Instituto Nacional do Câncer (INCA) já estima que ao final do ano de 2014 haverá incidência 

aproximada de 8 casos de câncer de tireoide para cada 100.000 mulheres (Tabela 1), levando a 

doença a ocupar a quinta posição de câncer mais incidente entre as mulheres no Brasil 

(BRASIL, 2014).  
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Tabela 1 – Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes no Brasil estimados para 
o ano de 2014 entre homens e mulheres pelo INCA. 

 

Fonte: BRASIL (2014, p. 55). 

 

      O aumento significativo da incidência do CDT no mundo pode estar relacionado ao 

aumento da sensibilidade de técnicas diagnósticas e exames de imagem que permitem a 

detecção de tumores pequenos e subclínicos (KENT et al, 2007; MORRIS et al, 2013; YOO et 

al, 2013; DAVIES, L.; WELCH, 2014). Contudo, alguns estudos e especialistas da área de 

Endocrinologia argumentam que houve aumento real da incidência do CDT, onde 

possivelmente existem outros fatores contribuintes além da detecção aprimorada da doença (LI, 

N. et al, 2013; PELLEGRITI et al, 2013; VEIGA et al, 2013). Quando assumido que a detecção 

precoce e melhor monitoramento são as únicas causas do aumento da incidência do CDT, o 

aumento do número de microcarcinomas (tumores < 1 centímetro) deveria também ser 

acompanhado do declínio da incidência de tumores grandes e mais avançados, o que não foi 

observado em alguns países industrializados (CHEN, A. Y.; JEMAL; WARD, 2009; 

ENEWOLD et al, 2009; REGO-IRAETA et al, 2009; HUGHES et al, 2011; SIMARD et al, 

2012). Embora também possam ser admitidas diferenças na intensidade do rastreio de doenças 

neoplásicas de acordo com a idade e sexo do indivíduo, Zhu e colaboradores (2009) constataram 

que a razão de incidência do CDT do sexo feminino para o masculino variou entre 2,01 a 3,07 

durante o período entre 1973-2004, de acordo com os dados do programa SEER. Quando 

avaliado o efeito de coortes de nascimento ajustados por sexo, as gerações mais recentes 

apresentaram maior incidência da doença, sugerindo possíveis alterações na exposição a fatores 

de risco que propiciam o desenvolvimento do CDT (ZHU et al, 2009). Quando avaliada a 

população da cidade de São Paulo, Veiga e colaboradores (2013) constataram que a razão de 

incidência do sexo feminino para o masculino, entre 1997 e 2008, foi maior quando comparada 

à razão apresentada pelos dados do programa SEER (4,17 vs 3,10, respectivamente). Além 
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disso, as taxas de incidência do CDT aumentaram significativamente entre os indivíduos com 

idade inferior a 50 anos, tanto em mulheres quanto em homens (6,5% e 7,5%, respectivamente; 

P = ≤ 0,05), em contraste aos achados do programa SEER, que constatou maior aumento entre 

os indivíduos com idade superior a 50 anos (VEIGA et al, 2013). O contraste dos achados 

observados entre as duas regiões geográficas e étnicas podem sugerir que fatores externos 

distintos podem estar incidindo sobre estas populações. Além disso, cabe destacar que o 

impacto da evolução e da adesão dos exames diagnósticos deveria também compreender o 

aumento da detecção de maior variedade de neoplasias, cujas taxas de incidência não sofreram 

aumentos rápidos e significativos nas últimas décadas tanto quanto a observada, por exemplo, 

em CDT (Tabela 2) (PELLEGRITI et al, 2013; HOWLADER et al, 2014). 

 

Tabela 2 – Alterações nas taxas de incidência do câncer por tipo ou sítio neoplásico primário de 
acordo com dados do programa SEER. 

 
 

Casos por 100.000 
habitantes   

Tipo ou Sítio neoplásico primário 1975   2011 Alteração (%) 
Fígado e ducto biliar intrahepático 2,64   8,35 (+) 216,28 
Tireoide 4,85   14,71 (+) 203,29 
Melanoma 7,89   22,74 (+) 188,21 
Sarcoma de Kaposi 0,23   0,64 (+) 178,26 
Rim e pelve renal 7,08   15,28 (+) 115,82 
Linfoma não Hodgkin 11,07   19,63 (+) 77,32 
Testículo 3,73   5,88 (+) 57,64 
Mesotelioma 0,63   0,95 (+) 50,79 
Próstata 94   139,89 (+) 48,82 
Mieloma 4,9   6,67 (+) 36,12 
Mama 105,07   129,56 (+)23,30 
Sistema nervoso 5,85   6,47 (+)10,59 
Esôfago 4,14   4,45 (+)7,48 
Leucemia 12,8   13,66 (+) 6,71 
Pulmão e brônquio 52,24   55,5 (+) 6,24 
Bexiga urinária 19,32   20,13 (+) 4,19 
Pâncreas 11,84   12,3 (+) 3,88 
Linfoma Hodgkin 3,09   2,71 (-) 12,29 
Cavidade oral e faringe 13,21   11,18 (-) 15,36 
Corpo do útero 35,47   27,05 (-) 23,73 
Ovário 16,32   12,09 (-) 25,92 
Cólon e reto 59,53   39,3 (-) 33,98 
Continuação na próxima página     
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Tabela 2 – Alterações nas taxas de incidência do câncer por tipo ou sítio neoplásico primário de 
acordo com dados do programa SEER (Continuação). 

 
 

Casos por 100.000 
habitantes   

Tipo ou Sítio neoplásico primário 1975   2011 Alteração (%) 
Estômago 11,67   7,17 (-) 38,56 
Laringe 5,02   2,93 (-) 41,63 
Colo de útero 14,79   6,73 (-) 54,49 

 

Fonte: Elaborado pela autora. Dados do programa SEER (HOWLADER et al, 2014). 

  

2.1.2 Classificação geral dos tumores tireoidianos 

 

      Os tumores malignos da tireoide são classificados por tipos e subtipos histológicos 

que possuem histogênese, características e prognósticos distintos. Segundo a categorização 

atual estabelecida pela Organização Mundial de Saúde, os tumores tireoidianos são divididos 

em tumores primários e secundários, estes representando uma categoria incomum de metástases 

para a tireoide originárias de outros tumores (DELELLIS et al, 2004; NIKIFOROV, 2012). A 

maioria dos tumores tireoidianos primários possuem origem epitelial, enquanto que as 

neoplasias não-epiteliais são consideradas eventos raros (SNIEZEK; HOLTEL, 2003; 

BALOCH; LIVOLSI, 2008). Classicamente os tumores epiteliais da tireoide podem se originar 

a partir de dois tipos celulares: das células foliculares, que abrangem tanto lesões benignas 

(adenoma folicular) quanto lesões malignas (carcinomas bem diferenciados; pouco 

diferenciados e indiferenciados); e células C (carcinoma medular de tireoide; CMT) 

(NIKIFOROV, 2012). Os tumores malignos derivados das células foliculares compreendem as 

neoplasias tireoidianas mais frequentes (SHERMAN, 2003; FAQUIN, 2008).  

      O CDT é o mais predominante e enquadra CPT e o carcinoma folicular da tireoide 

(CFT). Existe questionamento quanto à possibilidade do CFT surgir a partir da transformação 

maligna de adenomas pré-existentes ou de novo, ignorando uma fase de pré-malignidade. 

Quanto aos carcinomas pouco diferenciados (CPDT) e carcinomas indiferenciados (carcinoma 

anaplásico de tireoide; CAT), acredita-se que ambos podem surgir tanto de novo quanto a partir 

da desdiferenciação de CDT (Figura 2) (NIKIFOROV, 2012).       
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Figura 2 – Representação esquemática da progressão e desdiferenciação dos tumores derivados de 
células foliculares tireoidianas. 

 

 Fonte: adaptado de Nikiforov (2012, p. 110). 

 

2.2 CARCINOMA PAPILÍFERO DE TIREOIDE 

 

2.2.1 Aspectos clinicopatológicos 

       

      O CPT representa o tipo histológico mais frequente do CDT, compreendendo mais de 

85% das neoplasias que acometem a glândula (DAVIES, L.; WELCH, 2014). A epidemiologia 

do câncer de tireoide tem demonstrado que o aumento da incidência da doença está associado 

quase exclusivamente ao diagnóstico de CPT, não afetando significativamente as taxas de 

incidência de outros tipos histológicos da doença (Figura 3) (TRIMBOLI et al; 2006; 

ALBORES-SAAVEDRA, et al, 2007; ENEWOLD et al, 2009; ASCHEBROOK-KILFOY et 

al, 2013; PATHAK et al, 2013). 
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Figura 3 – Gráfico da incidência do câncer de tireoide e de seus tipos histológicos mais frequentes a 
partir de dados do programa SEER. 

 

Fonte: Adaptado de Louise Davies e Welch (2014, p. 3). 

 

      Apesar de ainda não haver uma definição sobre a etiologia do CPT, algumas 

condições podem predispor um indivíduo a desenvolver a doença e, inclusive, contribuir para 

o aumento da sua incidência. Estudos epidemiológicos têm apontado que a interação de alguns 

fatores envolvidos com pré-disposição genética, meio ambiente e com o próprio metabolismo 

do organismo podem ser determinantes para o desenvolvimento dos tumores tireoidianos.  

      Apesar da maioria dos casos de CPT possuir origem esporádica (ITO et al, 2009b; 

NOSÉ, 2011), está bem estabelecido que história familiar de CDT é um fator de risco de 

malignidade reconhecido (PACINI et al, 2006; COOPER et al, 2009; ROSARIO et al, 2013). 

Estudos populacionais já demonstraram que o risco de CDT é maior em indivíduos que possuem 

parentes de primeiro grau acometidos (FRICH; GLATTRE; AKSLEN; 2001; CHARKES, 

2006; GOMES et al, 2011; XU, L. et al, 2012). Alguns casos familiares de CPT estão associados 

à polipose adenomatosa familiar, uma forma de câncer hereditário caracterizado pela formação 

de adenomas colorretais (PLAIL et al, 1987; CETTA et al, 1998). Os tumores papilíferos de 

pacientes afetados pela síndrome muitas vezes exibem características histológicas distintas, 

com áreas de morfologia cribiforme e componentes de células fusiformes (HARACH; 

WILLIAMS; WILLIAMS, 1994; SORAVIA et al, 1999; DONNELLAN; BIGLER; WEIN, 
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2009). A polipose adenomatosa familiar envolve mutações germinativas inativadoras do gene 

supressor tumoral APC (adenomatous polyposis coli) (LEE, S. et al, 2004; UCHINO et al, 

2006). Dados na literatura indicam que a oncogênese tireoidiana mediada por alterações no 

gene APC pode ocorrer através da ativação da β-catenina, um dos efetores da via de sinalização 

WNT (wingless-type) (XU, B. et al, 2003), como também pela interação do gene mutante com 

alterações nos genes RET/PTC e p53 (SORAVIA et al, 1999). 

      A exposição prévia à radiação ionizante é também fator de risco para o 

desenvolvimento do CPT. A literatura expõe casos relacionados à radiação médica, proveniente 

de técnicas diagnósticas e tratamentos radioterápicos na região da cabeça e pescoço (JONG et 

al, 1991; JERECZEK-FOSSA et al, 2004), bem como após exposição à radiação proveniente 

de acidentes com armas nucleares e envolvendo reatores nucleares (TAKAHASHI et al, 2003; 

IMAIZUMI et al, 2006; NIKIFOROV, 2006). Em ambos os casos, o risco é mais proeminente 

quando a exposição ocorre durante a infância ou adolescência (RON et al, 1995; FURUKAWA 

et al, 2013). 

      Um fator de risco bastante discutido é a ingestão de iodo. Apesar da relevância do 

consumo de iodo para o desenvolvimento de CDT ainda permaneça indefinida, estudos 

experimentais demonstraram que animais submetidos à dieta restritiva prolongada de iodo 

obtiveram maior risco de desenvolver a doença em comparação ao grupo controle (FORTNER; 

GEORGE; STERNBERG, 1960; SCHALLER; STEVENSON, 1966). O desenvolvimento da 

doença foi associado ao aumento dos níveis do hormônio tireoestimulante (TSH), maior fator 

de crescimento das células foliculares tireoidianas, causado pela deficiência de iodo. No 

entanto, o aumento significativo do risco de CDT não foi observado em humanos residentes em 

áreas de deficiência de iodo (FELDT-RASMUSSEN, 2001). O que se observa é que em áreas 

de deficiência de iodo há maior incidência de CFT e CAT, enquanto em áreas de alto consumo 

de iodo a frequência de CPT é maior (FRANCESCHI, 1998; KNOBEL; MEDEIROS-NETO, 

2007).      

      Sobrepeso e/ou obesidade têm sido associados ao desenvolvimento e progressão de 

diversos tipos de neoplasias (VIGNERI et al, 2006; WOLIN; CARSON; COLDITZ, 2010). Em 

relação ao CDT, recente meta-análise de estudos observacionais reportou associação entre 

excesso de peso e tumores tireoidianos (ZHAO et al, 2012). No entanto, os mecanismos 

patofisiológicos envolvidos nesta associação ainda permanecem incertos. Considerando que a 

obesidade trata-se de uma doença multifatorial, as causas da contribuição para a oncogênese 

tireoidiana têm sido discutidas na literatura. Em revisão recente, Marcello e colaboradores 
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(2014) destacaram a resistência à insulina como provável elemento etiopatogênico na 

associação entre a obesidade e CDT. Resistência à insulina se refere a uma condição onde a 

sensibilidade das células à ação da insulina está reduzida, de modo que as células β pancreáticas 

possam a produzir maiores níveis de insulina como mecanismo compensatório, culminando na 

hiperinsulinemia. Rezzónico e colaboradores (2009) observaram alta prevalência de resistência 

à insulina em pacientes com CDT quando comparado ao grupo controle (50% vs 10%; P = < 

0,001). Insulina participa da regulação da expressão gênica nas células tireoidianas, 

estimulando a diferenciação e a proliferação celular. Ativação dos receptores de insulina resulta 

na fosforilação e recrutamento de várias moléculas que ativam as vias de sinalização celular 

das MAPKs e do fosfatidilinositol-3-cinase (phosphoinositide 3-kinase; PI3K), eventos 

geralmente envolvidos na proliferação e sobrevivência celular (GUO, 2014). Contudo, importa 

considerar o efeito da hiperinsulinemia sobre o aumento das taxas de incidências do câncer de 

tireoide também deveria ser observado em outros órgãos, cujas taxas de incidência de câncer 

não aumentaram de maneira significativa (como discutido no tópico 2.1.1). 

      Em relação aos fatores reprodutivos, importa destacar que a própria epidemiologia do 

câncer de tireoide tem demonstrado que a idade e sexo do indivíduo são fatores relacionados à 

predisposição à doença. A Figura 4 apresenta um gráfico das taxas de incidência do câncer de 

tireoide, ajustadas por idade e sexo, reportadas pelo programa SEER entre os anos de 2006 e 

2010. Apesar da possibilidade de se manifestar em qualquer período da vida de um indivíduo, 

o CDT é considerado um evento raro durante a infância, especialmente antes dos 10 anos de 

idade (RIVKEES et al, 2011; VAISMAN; CORBO; VAISMAN, 2011). Vergamini e 

colaboradores (2014) observaram que houve aumento significativo na taxa de incidência de 

CDT em pacientes jovens entre 1984 e 2010, com taxas anuais de 3,44% e 3,81% em homens 

e mulheres, respectivamente, indicando que a tendência do aumento da incidência da doença 

também atingiu a população pediátrica. A taxa de incidência do CDT aumenta conforme a idade 

do indivíduo avança, alcançando um pico em torno da 5ª década de vida, e tende a diminuir a 

partir da faixa dos 70 anos de idade (DAVIES, L.; WELCH, 2014). Quanto ao sexo do 

indivíduo, o CDT apresenta distribuição equilibrada entre homens e mulheres durante a infância 

e a terceira idade. Contudo, após o período da puberdade, é observada predominância 

significativa da doença entre as mulheres. Dados do SEER constataram que, do período entre 

1975 e 2010, as taxas anuais de incidência do CDT por 100.000 habitantes aumentaram de 2,39 

a 7,01 em homens e de 6,15 a 21,43 em mulheres (HOWLADER et al, 2014). No Brasil, Veiga 
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e colaboradores (2013) observaram que de 1997 a 2008 as taxas de incidência da doença na 

cidade de São Paulo aumentaram de 14,80 a 23,11 em mulheres e de 3,64 a 5,49 em homens. 

 

Figura 4 – Gráfico das taxas de incidência do câncer de tireoide reportadas nos Estados Unidos entre 
2006-2010, ajustadas por idade e sexo. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. Dados do programa SEER (HOWLADER et al, 2014). 

 

       A predominância da doença no sexo feminino durante o período reprodutivo, 

corrobora o indício de que fatores hormonais femininos possam estar envolvidos na patogênese 

do CDT (MACK et al, 1999; CHAN et al, 2006; CHEN, G. G. et al, 2008). Apesar da 

contribuição do estrogênio para a oncogênese tireoidiana ainda não estar definida, diversos 

estudos buscaram elucidar o papel do estrogênio na iniciação e progressão do câncer de tireoide. 

Há evidências de que o estrogênio pode influenciar a proliferação celular através da indução da 

expressão de diversos proto-oncogenes, tais como c-jun (v-jun avian sarcoma virus 17 oncogene 

homolog), c-myc (v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog) e c-fos (FBJ murine 

osteosarcoma viral oncogene homolog), bem como de fatores de crescimento e ciclinas 

(SANTIN; FURLANETTO, 2011; RAJORIA et al, 2012). Dentre as respostas celulares 

mediadas pelo hormônio, cabe destacar que estudos demonstraram que a expressão e ativação 
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dos diferentes subtipos de receptores de estrogênio podem modular a patogênese da doença ao 

influenciarem a proliferação celular pela ativação de diversas vias de sinalização intracelular, 

assim como observado em câncer de mama (SOTOCA et al, 2008). A ligação do estrogênio ao 

receptor do tipo alfa (estrogen receptor alpha; ERα) promoveria a proliferação e crescimento 

celular, e, em contraste, a ativação do ER tipo beta (ERβ) promoveria ações apoptóticas e outras 

funções tumorais supressivas em culturas de células (CHO, M. A. et al, 2007; ZENG et al, 

2007).  

       Atualmente, provavelmente devido a aperfeiçoamento do diagnóstico de tumores e 

da detecção precoce, a maioria dos pacientes acometidos pelo CPT apresenta nódulo tireoidiano 

assintomático de evolução indolente, diagnosticado incidentalmente por ultrassonografia 

(USG) e outros exames de imagem. No entanto, quando se tratam de nódulos palpáveis e 

aparentes, os pacientes podem se queixar de dor e apresentar sintomas sugestivos de 

compressão de estruturais cervicais, tais como disfagia, rouquidão, tosse, disfonia e estridor 

(NIKIFOROV; OHORI, 2012). Além disso, alguns casos de CPT podem se manifestar como 

nódulos tireoidianos associados a linfonodos metastáticos cervicais (WADA et al, 2003; KIM, 

B. Y. et al, 2012; MIZRACHI et al, 2014), e, mais raramente, estar clinicamente presentes 

apenas nos linfonodos cervicais (FLANAGAN et al, 2000; ANASTASILAKIS et al, 2012). 

      A USG cervical é o método diagnóstico de imagem amplamente utilizado na prática 

clínica para a avaliação de nódulos tireoidianos suspeitos (PACINI et al, 2006; COOPER et al, 

2009; ROSARIO et al, 2013). No entanto, uma vez que a maioria dos aspectos 

ultrassonográficos não são específicos para malignidade (BRITO et al, 2014), a punção 

aspirativa por agulha fina (PAAF) é recomendada, sobretudo diante de características nodulares 

suspeitas na USG e critérios clínicos estabelecidos pela maioria dos consensos (PACINI et al, 

2006; COOPER et al, 2009; ROSARIO et al, 2013). Através da avaliação citológica, a PAAF 

é considerada o método que melhor permite a distinção entre lesões benignas e malignas, com 

até 95% de acurácia (MAMOON et al, 1997; MURUSSI et al, 2001; ABU-SALEM, 2003; WU; 

JONES; OSMAN, 2006; MENEGASSI; BORDIN). A elevada acurácia diagnóstica atribuída à 

PAAF diminuiu de forma significativa a taxa de tireoidectomias desnecessárias para pacientes 

com nódulos benignos, assim como passou a triar apropriadamente os pacientes elegíveis para 

o tratamento cirúrgico (SCHLUMBERGER; PACINI, 2006; YASSA et al, 2007). A fim de 

evitar interpretações ambíguas entre os médicos patologistas, endocrinologistas e cirurgiões, 

uma conferência realizada pelo National Cancer Institute (NCI) introduziu o sistema Bethesda 
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para a categorização diagnóstica das punções (Tabela 3) (CIBAS; ALI, 2009; RENUKA et al, 

2012). 

 

Tabela 3 – Categorização diagnóstica das punções citológicas recomendados pelo sistema Bethesda e 
os riscos de malignidade implicado para cada categoria. 

Categorias Diagnóstico 
Risco de 

malignidade (%) 
I Amostra não diagnóstica ou insatisfatória 1 a 4 
II Benigna 0 - 3 
III Atipias/Lesão folicular de caráter indeterminado 5 a 15 

IV 
Suspeita de neoplasia folicular ou 
neoplasia folicular 15 - 30 

V Suspeita de malignidade 60 - 75 
VI Maligna 97 - 99 

 

Fonte: Adaptado de Cibas e Ali (2009, p. 3). 

 

      A despeito do tratamento inicial do CPT, o paciente que obtém diagnóstico positivo 

ou até mesmo suspeito de malignidade ao exame citopatológico é indicado para ser submetido 

ao tratamento cirúrgico, recomendação unânime entre os guidelines publicados até então 

(PACINI et al, 2006; COOPER et al, 2009; ROSARIO et al, 2013). Tal procedimento inclui a 

ressecção da glândula tireoide (parcial ou completa) e, em alguns casos, a retirada de linfonodos 

cervicais, com o objetivo de remover o tumor e possíveis metástases regionais. Logo após a 

cirurgia, os espécimes resultantes da ressecção cirúrgica são encaminhados para avaliação 

anatomopatológica, onde serão evidenciadas características macro e microscópicas que 

determinarão o diagnóstico de CPT e auxiliarão na determinação prognóstica. Ainda, a 

classificação de tumores tireoidianos elaborada pela Organização Mundial de Saúde reconhece 

uma subcategoria de variantes histológicas do CPT (Tabela 4) (DELLELIS et al, 2004). Os 

subtipos histológicos geralmente são distinguidos com base em características microscópicas 

particulares, ao passo que exibem características clínicas e prognósticos distintos (AL-

BRAHIM; ASA. 2006; GONZALEZ-GONZALEZ et al, 2011; KHANAFSHAR; LLOYD, 

2011). Portanto, além de permitir a impressão diagnóstica gerada após análise citopatológica, 

o exame anatomopatológico é de fundamental importância para a identificação de fatores 

histopatológicos prognósticos que, em conjunto com outros aspectos clínicos, auxiliam na 

determinação da estratégia terapêutica pós-cirúrgia mais adequada. 
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Tabela 4 – Subtipos histológicos do carcinoma papilífero e suas respectivas prevalências. 

Variantes do carcinoma papilífero da tireoide Prevalência  

▪ Microcarcinoma papilífero 30-40% 

▪ Folicular 15-20% 

▪ Células Altas 5-10% 

▪ Sólida 1-3% 

▪ Esclerosante difusa 1-2% 

▪ Hobnail <1%* 

▪ Oncítica <1% 

▪ Células claras <1% 

▪ Células Colunares <1% 

▪ CPT com estroma tipo fascite <1% 

▪ CPT tipo Warthin <1% 

▪ Cribiforme Morular <1% 
 

 Fonte: Elaborada pela autora. Prevalência baseada em estudo de Asioli e colaboradores (2013). 

 

      Após o tratamento cirúrgico inicial, alguns pacientes são submetidos à ablação ou 

tratamento com radioiodo, que pode prolongar a sobrevida do paciente através da eliminação 

de remanescentes tireoidianos, de focos microscópicos presentes em linfonodos e no leito 

tireoidiano e de possíveis metástases (PACINI et al, 2006; COOPER et al, 2009; ROSARIO et 

al, 2013). Esta conduta é beneficiada pela avidez das células tireoidianas neoplásicas ao 

radioiodo, processo que requer expressão e função normais de genes responsáveis pelo 

metabolismo celular do iodo. O CPT geralmente apresenta prognóstico clínico favorável, 

sobretudo após terapêutica adequada (GIMM, 2001; SHERMAN, 2003). Segundo o programa 

SEER, a taxa de sobrevida em 10 anos equivale cerca de 96% (HOWLANDER et al, 2014). No 

entanto, alguns pacientes acometidos podem evoluir de forma desfavorável, apresentando 

tumores que expandem além da cápsula tireoidiana, bem como metástases locais e à distância, 

contribuindo de forma significativa para pior prognóstico (EUSTATIA-RUTTEN et al, 2006; 

HAMZANY et al, 2012; NIXON et al, 2012).  

     Diversas pesquisas de caráter epidemiológico, clínico e patológico têm focado na 

identificação de possíveis fatores que influenciam a evolução do CPT, de modo que possibilite 

a estratificação dos casos em um espectro de alto a baixo ou muito baixo risco, possibilitando 



31 
 

a definição de uma estratégia terapêutica otimizada de tratamento e seguimento. Uma variedade 

de sistemas de estratificação de risco foi publicada e os mesmos têm sido propostos para este 

fim, baseando-se particularmente na probabilidade de morte específica pela doença após o 

diagnóstico inicial. Na prática clínica, o sistema de classificação TNM (Tumor, Node, 

Metastasis), recomendada pela American Joint Comission on Cancer (AJCC) (AJCC, 2010), é 

reconhecido como referência internacional para o estadiamento do câncer de tireoide (PACINI 

et al, 2006; COOPER et al, 2009; ROSARIO et al, 2013). Outros sistemas também se provaram 

utéis, tais como o AMES (Age, distant Metastasis, Extent of disease, Size) (CADY, 1998); 

AGES (Age, tumor Grade, Extent of disease, Size) (HAY et al, 1987); MACIS (distant 

Metastases; Age, Completeness of surgery, Invasion of extrathyroidal tissues, Size) (HAY et al, 

1993); NTCTCS (National Thyroid Cancer Treatment Cooperative Study Classification) 

(SHERMAN et al, 1998); OSU (Ohio State University) (MAZZAFERRI; JHIANG, 1994); 

EORTC (European Organization for Research and Treatment of Cancer) (BYAR et al, 1979); 

dentre outros. O Apêndice A apresenta as variáveis utilizadas pelo sistema TNM.  

      Os aspectos clinicopatológicos ponderados pelos sistemas são obtidos logo após o 

tratamento inicial e exame anatomopatológico, e, de modo geral, são parâmetros que não se 

alteram ao longo do tempo. Contudo, a depender do curso clínico da doença e a resposta à 

terapia adjuvante, o risco de doença agressiva pode alterar durante o follow-up. De fato, apesar 

de serem constantemente adotados na prática clínica, os sistemas de estadiamento tumoral 

disponíveis são limitados, não sendo inteiramente capazes de predizer o risco de recidiva 

tumoral, que pode ser o primeiro sinal de desfecho desfavorável. Esta condição é relevante 

sobretudo diante de casos considerados de baixo risco que apresentam doença agressiva durante 

o follow-up e consequente redução da sobrevida. Dessa forma, para manejo adequado do CPT, 

faz-se necessário uma reavaliação do risco de recorrência e mortalidade à medida que novos 

dados são obtidos durante o follow-up (TUTTLE; LEBOUF, 2008). Para tanto, novos sistemas 

de estratificação voltados para o risco de recorrência foram elaborados e publicados pela 

American Thyroid Association (ATA), European Thyroid Association (ETA) e, mais 

recentemente, pela Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia (SBEM), 

classificando os casos entre risco muito baixo e risco alto de recorrência ao incluir parâmetros 

como ressecção cirúrgica, subtipo histológico, resultado da pesquisa de corpo inteiro (PCI) e 

níveis séricos de tireoglobulina (Tg) (PACINI et al, 2006; COOPER et al, 2009; ROSARIO et 

al, 2013). 
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      Tanto os sistemas de avaliação do risco de morte específica pela doença quanto os 

sistemas de avaliação de risco de recorrência se baseiam em análises univariadas e 

multivariadas que destacaram diversos fatores prognósticos para o CDT, inclusive para o CPT. 

Um dos indicadores prognósticos mais bem estabelecido, por exemplo, é a idade do paciente 

no momento do diagnóstico. Desde 1925 já haviam relatos da associação da idade com o 

prognóstico do câncer de tireoide (CRAVER, 1925). No entanto, o impacto deste indicador na 

história natural e prognóstico da doença somente passou a ser enfatizado décadas depois 

(CRILE; HAZARD, 1953). Atualmente, ainda que em outros tipos de câncer a idade avançada 

está geralmente associada a pior sobrevida (EAKER et al, 2006; ALI et al, 2011; WANG, J.; 

WANG, F. W., 2013), o CDT representa a única neoplasia onde a idade ao diagnóstico é 

amplamente utilizada na prática clínica como indicador prognóstico pela maioria dos sistemas 

de estadiamento. De fato, diversas evidências provenientes de estudos clínicos sustentam a 

adoção deste critério. 

      Apesar de que as circunstâncias que incidem sobre a disparidade prognóstica entre as 

faixas etárias ainda sejam incertas, já foi evidenciado que o tecido tireoidiano saudável difere 

entre as populações infantil e adulta (FAGGIANO et al, 2004). Além disso, o índice de 

proliferação da célula tireoidiana normal é maior durante a infância e apresenta níveis 

decrescentes com o avançar da idade (SAAD et al, 2006). Não obstante, o CPT pediátrico 

apresenta comportamento inicial mais agressivo quando comparado à população adulta, 

manifestando-se como tumores maiores, com alta incidência de multifocalidade, metástases 

linfonodais e distantes e recorrências (JARZAB; HANDKIEWICZ-JUNAK; WLOCH, 2005; 

DEMIDCHIK et al, 2006; MICCOLI et al, 2008; ITO et al, 2012; MOTAZEDIAN et al, 2013; 

PARK, S. et al, 2013). Apesar das características predominantemente agressivas, o CPT 

pediátrico apresenta prognóstico mais favorável, com taxas de sobrevida em 10 anos entre 77-

99% (DEMIDCHIK et al, 2006; RIVKEES et al, 2011; VAISMAN; CORBO; VAISMAN, 

2011; PARK, S. et al, 2013). O bom prognóstico e consequente baixa taxa de mortalidade 

também acompanha os pacientes adultos diagnosticados entre 22-45 anos de idade (RONGA et 

al, 2004; CHO et al, 2012; MAZURAT et al, 2013; YANG; SHEN; SAKAMOTO, 2013), 

exceto quanto à apresentação clínica, que geralmente é indolente. O efeito negativo da idade ao 

diagnóstico sobre o prognóstico do CPT aumenta gradualmente após esta etapa da vida, com o 

CPT manifestando-se como tumor agressivo localmente invasivo e elevada taxa de recorrência, 

principalmente a partir dos 60 anos (CHO et al, 2012; NIXON et al, 2012; OYER; SMITH; 

LENTSCH, 2012; AMPHLETT et al, 2013; MAZURAT et al, 2013; VERBURG et al, 2013). 
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      Embora seja adotado por uma parcela das classificações prognósticas, o sexo do 

indivíduo acometido pelo CPT representa um indicador ainda controverso. Alguns estudos 

clínicos puderam observar que pacientes do sexo masculino tendem a apresentar tumores mais 

avançados e menores taxas de sobrevida em relação à população feminina (MICHELI et al, 

2009; ITO et al, 2011; HSIEH et al, 2012; YANG; SHEN; SAKAMOTO, 2013; LIANG et al, 

2014). No entanto, apesar de alguns também observarem maior frequência de casos agressivos 

entre a população masculina, outros estudos semelhantes não foram capazes de evidenciar 

efeito prognóstico independente sobre o CPT (ELISEI et al, 2010; NILUBOL; ZHANG; 

KEBEBEW, 2013). 

      Outro indicador prognóstico ainda discutido é a história familiar de câncer de tireoide. 

Baseado em relatos de variados estudos clínicos, ainda permanece controverso se o prognóstico 

de pacientes com história familiar de câncer de tireoide, particularmente de CDT, difere 

daqueles pacientes com doença esporádica. Os estudos que sugeriram papel mais agressivo para 

CDT familiar observaram maior frequência de multifocalidade, invasão vascular, metástases 

linfonodais e recorrências (CAPEZZONE et al, 2008; ITO et al, 2009; PITOIA et al, 2011; 

MAZEH et al, 2012; LEE, Y. M. et al, 2014). Além disso, alguns relatos indicaram que 

pacientes que possuíam três ou mais membros da família com CDT tinham menor sobrevida e, 

consequentemente, pior desfecho (ALSANEA et al, 2000; TRIPONEZ et al, 2006). Contudo, 

outros estudos não evidenciaram comportamento mais agressivo em pacientes com CDT 

familiar quando comparado aos casos esporádicos (MAXWELL; HALL; FREEMAN, 2004; 

ITO et al, 2008; ROBENSHTOK et al, 2011). 

      O tamanho tumoral representa um indicador prognóstico bastante reconhecido de 

CPT. Diversos estudos clínicos evidenciaram aumento gradual do risco de EET, metástase 

linfonodal, metástase à distância, recorrência e morte compatível com o tamanho do tumor 

primário (MACHENS; HOLZHAUSEN; DRALLE, 2005; NOGUCHI et al, 2008; KOO et al, 

2009; VERBURG et al, 2009; KONTUREK et al, 2012; YANG; SHEN; SAKAMOTO, 2013). 

Contudo, apesar do excelente prognóstico geralmente apresentado pelos microcarcinomas, 

ainda não há consenso sobre o seu manejo, uma vez que esta condição não exclui a possibilidade 

de doença agressiva (NOGUCHI et al, 2008; ZHOU et al, 2012; MANTINAN et al, 2012; 

PIANA et al, 2013; CHÉREAU et al, 2014; GHOSSEIN et al, 2013). 

      Estimativas de frequência de tumores papilíferos multifocais variam na literatura, 

entre 18% a 87% (KATOH et al, 1992; SHATTUCK et al, 2005; SAKORAFAS et al, 2007; 

PAPAGEORGIOU et al, 2010; MAZEH et al, 2011). Estudos de clonalidade evidenciaram que 
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focos tumorais podem corresponder a múltiplos tumores primários ou a metástases 

intraglandulares (SHATTUCK et al, 2005; KUHN et al, 2012). Apesar deste aspecto vir sendo 

associado a maiores taxas de metástases linfonodais, invasão vascular e recorrência (ZHENG, 

X. Q. et al, 2012; KIM, H. J. et al, 2013), o impacto prognóstico independente da 

multifocalidade ainda não está elucidado (KUO et al, 2013), de modo que ainda não é adotado 

pela maioria dos sistemas de estadiamento prognósticos. 

      A literatura demonstra que o CPT que apresenta extensão além da cápsula tireoidiana 

geralmente está associado com doença agressiva, doença persistente e recorrente, mesmo em 

casos de extensão mínima (ITO et al, 2006; ARORA et al, 2008; CHERÉAU et al, 2014; 

CLAIN et al, 2014; KIM, W. Y. et al, 2014; RADOWSKY et al, 2014). Possivelmente a EET 

expõe o paciente a recorrências locais e metástases à distância e risco aumentado de morte 

(NIKIFOROV; OHORI, 2012), de modo que representa um parâmetro amplamente utilizado 

pelos sistemas de estadiamento disponíveis.  

      Metástases linfonodais representam o aspecto mais comum de propagação do CPT, 

muitas vezes presentes durante o diagnóstico inicial da doença. Apesar de não afetar a taxa de 

sobrevida diretamente, o acometimento dos linfonodos representa um fator prognóstico 

reconhecido pelo sistema TNM e pelos sistemas de avaliação de recorrência, sendo associados 

com aumento do risco de doença agressiva (BEASLEY et al, 2002; WADA et al, 2003; ITO et 

al, 2007; KIM, T. Y. et al, 2008; RYU et al, 2014). Em contraste com a frequente invasão 

linfática intraglandular, a invasão vascular também pode estar presente em CPT, estando 

associado com metástases e elevada taxa de recorrência tumoral (GARDNER et al, 2000; MAI 

et al, 2002; FALVO et al, 2005), de modo que é um parâmetro adotado pelos sistemas de 

estratificação de risco de recorrência vigentes (PACINI et al, 2006; COOPER et al, 2009; 

ROSARIO et al, 2013). A propagação hematogênica propicia o desenvolvimento de metástases 

à distância, que acomete 2-5% dos tumores papilíferos (SCHLUMBERGER; PACINI, 2008; 

NIKIFOROV; OHORI, 2012) e resulta em pior prognóstico e aumento das taxas de mortalidade 

e recorrência (CLARK et al, 2005; HAQ; HARMER, 2005; NIXON et al, 2012). 

      Como já mencionado anteriormente, muitas variantes histológicas do CPT e seus 

respectivos comportamentos biológicos têm sido descritas na literatura e evidenciadas na 

prática clínica (AL-BRAHIM; ASA, 2006; LLOYD; BUELER; KHANAFSHAR, 2011). 

Estudos clínicos também relataram significância prognóstica em alguns subtipos histológicos, 

que são reconhecidos como variantes agressivas do CPT (DELLELIS et al, 2004). As variantes 

agressivas do CPT incluem: células altas; células colunares; esclerosante difusa; hobnail e 
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insular (GONZALEZ-GONZALEZ et al, 2011; SILVER et al, 2011; BALOCH; LIVOLSI; 

TONDON, 2013; ROMAN; SOSA, 2013). Dentre estes, a variante de células altas é a mais 

frequente, compreendendo 4-8% dos casos de CPT (MICHELS et al, 2007; KAZAURE; 

ROMAN; SOSA, 2012). Diversos estudos populacionais observaram que a histologia da 

variante de células altas esteve associada com características agressivas e de mau prognóstico, 

apresentando estádio clínico mais avançado, EET, além de altas taxas de metástases, 

recorrências e mortalidade (SYWAK; PASIEKA; OGILVIE, 2004; MICHELS et al, 2007; ITO 

et al, 2008b; LEUNG; CHOW; LAW, 2008; JALISI; AINSWORTH; LAVALLEY, 2010; 

MORRIS et al, 2010; KAZAURE; ROMAN; SOSA, 2012). As demais variantes agressivas 

citadas, apesar de raras, também exibem, com frequência, aspectos associados com 

agressividade tumoral (NIKIFOROV et al, 2001; SYWAK; PASIEKA; OGILVIE, 2004; 

FALVO et al, 2006; RUFINI et al, 2007; ASIOLI et al, 2013). Apesar das evidências associando 

estas variantes do CPT com aspectos clinicopatológicos de relevância prognóstica, alguns 

especialistas argumentam que o mau prognóstico atribuído às variantes agressivas do CPT está 

diretamente associado com outros fatores clinicopatológicos e até moleculares (WENIG et al, 

1998; MICHELS et al, 2007; SILVER et al, 2011). 

      De fato, avanços consideráveis na área da Biologia Molecular do câncer ocorreram 

nas últimas décadas de modo que uma série de marcadores moleculares para o diagnóstico e 

prognóstico do CDT tem sido descritos e avaliados (BLANCO; MATUTE; HIDALGO, 2012; 

BALDINI et al, 2014). Uma vez que os principais sistemas de estratificação de risco do CDT 

ainda apresentam importantes limitações, a possível utilização de marcadores moleculares na 

prática clínica, aliados aos aspectos clinicopatológicos já estabelecidos, inspira expectativas 

para a melhoria do manejo da doença. 

 

2.2.2 Patogênese molecular 

 

      A oncogênese é um evento decorrente do acúmulo de alterações genéticas ou 

epigenéticas que perturbam a modulação de processos celulares fundamentais, tais como o 

crescimento, a proliferação, a diferenciação, a migração e a apoptose (HANAHAN; 

WEINBERG, 2000). Naturalmente, estes processos são eventos fisiológicos que contribuem 

para a homeostase dos organismos multicelulares (ALBERTS et al, 2010). Tais processos são 

regulados a partir de complexas redes interligadas de sinalização celular que dispõem de 
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moléculas promotoras de variadas interações intracelulares e que são responsáveis por 

alterações metabólicas específicas e mudanças na expressão gênica (MARTIN, 2003; 

ALBERTS et al, 2010). 

      Diversos processos envolvidos na sobrevivência celular são regulados através de uma 

via de sinalização altamente conservada em eucariotos: a via das proteínas cinases ativadas por 

mitógenos (MAPK; mitogens-activated protein kinases) (SCHAEFFER; WEBER, 1999). 

Proteínas cinases formam uma superfamília de enzimas reguladoras da função celular que são 

codificadas por mais de 500 genes em células humanas (MANNING et al, 2002). Elas 

desempenham a função de fosforilar outras proteínas através da transferência de um grupo 

fosfato, geralmente a partir de uma molécula de ATP, para substratos proteicos presentes na 

célula (PETRETTI; PRIGENT, 2005; SILVA et al, 2009). Sendo assim, as MAPK são capazes 

de desencadear a fosforilação de diversas proteínas intracelulares, tais como fatores de 

transcrição, cinases e outras enzimas, culminando em eventos de efeito cascata que regulam a 

diferenciação, proliferação e sobrevivência celular (QI; ELION, 2005). Quaisquer 

desequilíbrios que ocorram nas vias das MAPK prejudicam a maioria desses eventos celulares, 

o que beneficiaria o desenvolvimento e progressão do câncer (DHILLON et al, 2007). 

               A oncogênese tireoidiana frequentemente envolve a ativação constitutiva da via RAS-

RAF-MEK-ERK (Figura 5), uma das mais caracterizadas vias de sinalização intracelular das 

MAPK em mamíferos (CHEN, Z. et al, 2001; QI; ELION, 2005; DHILLON et al, 2007; 

MORRISON, 2012). A ativação fisiológica desta via consiste na ligação de fatores de 

crescimento, hormônios e citocinas aos receptores tirosina-cinases (receptor tyrosine kinases; 

RTKs) presentes na membrana celular, tal como o RET. A interação desencadeia a dimerização 

e a autofosforilação de resíduos de tirosina presentes nestes receptores. As tirosinas fosforiladas 

dos receptores ativados funcionam como sítios de ancoragem para a Grb2 (growth fator 

receptor-bound protein 2). A Grb2 é uma molécula adaptadora que forma um complexo de 

sinalização com o SOS (son of sevenless), um fator de troca do nucleotídeo guanina. O 

complexo Grb2-SOS ativa a proteína RAS ao induzir a troca de uma GDP acoplada na proteína 

por uma GTP. Uma vez ativada, a RAS recruta a proteína RAF do citoplasma à membrana 

celular, permitindo a sua ativação após interação de alta afinidade. Este fenômeno resulta na 

interação e ativação sequencial de proteínas cinases presentes no citoplasma (mitogen-activated 

protein kinase kinase, MAPKK ou MEK; extracellular-signal-regulated kinase, ERK ou 

MAPK). A ERK ativada migra para o núcleo da célula e fosforila proteínas nucleares 



37 
 

regulatórias, alterando a expressão gênica e regulando atividades biológicas celulares, tais como 

a diferenciação, proliferação e sobrevivência celular. 

 

Figura 5 – Representação esquemática da via RAS-RAF-MEK-ERK.

 

 Fonte: Adaptado de Wellbrook, Karasarides e Marais (2004, p. 878). 

 

      A maioria das alterações genéticas até então conhecidas que viabilizam a oncogênese 

tireoidiana em carcinomas bem diferenciados compreendem rearranjos estruturais que 

envolvem os genes RET (RET/PTC) e PAX8 (paired box 8/peroxisome proliferator-activated 

receptor gama; PAX8/PPARᵞ) e mutações pontuais que afetam os genes RAS e BRAF (GRECO 

et al, 2009; BHAIJEE; NIKIFOROV, 2011; ALBAREL et al, 2012; PATEL, K. N., 2013).  

      Em relação ao CPT, a mutação BRAFV600E tem sido apontada como a maior causa de 

ativação constitutiva da via RAS-RAF-MEK-ERK neste tipo histológico, comportando-se 

como potente indutor de transformação maligna (KIMURA et al, 2003; CIAMPI; 

NIKIFOROV, 2005; XING et al, 2007; BHAIJEE; NIKIFOROV, 2011). 
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2.3 BRAF 

 

2.3.1 Estrutura e mecanismos regulatórios 

 

      A proteína BRAF é um membro da família das RAF cinases que é codificada pelo 

gene BRAF. O gene BRAF pertence a uma classe de genes denominados oncogenes. Quando 

mutados, os oncogenes propiciam a transformação de células normais em células cancerosas 

(CROCE, 2008). Os primeiros genes da família RAF foram identificados como oncogenes 

virais. Primeiramente foi constatado que um dado oncogene presente em MSV 3611 (murine 

sarcoma virus 3611) era capaz de induzir a transformação maligna em fibroblastos e células 

epiteliais de roedores MSF/N, sendo assim denominado virus-induced rapidly accelerated 

fibrocarcinoma (v-raf) (RAPP et al, 1983). Posteriormente foi observado que o vírus aviário 

MH2 (mill hill nº 2) também albergava um oncogene potencial (v-mill) homólogo ao v-raf 

(JASEN et al, 1983; JANSEN et al, 1984; SUTRAVE et al, 1984). Até o presente momento 

foram identificados três proto-oncogenes funcionais que codificam RAF cinases em mamíferos: 

ARAF (RAF tipo A); BRAF (RAF tipo B) e CRAF (RAF tipo C; anteriormente denominado 

RAF1) (CHEN, Z. et al, 2001; BRUMMER et al, 2006; ROSKOSKI, 2010).  

      O gene BRAF foi descrito pela primeira vez em 1988 após ser identificado em células 

de uma linhagem celular de fibroblastos (NIH-3T3) transfectadas com o DNA de células do 

sarcoma de Ewing (FUKUI et al, 1985; IKAWA et al, 1988). Em humanos, o gene está 

localizado na posição 34 do braço longo do cromossomo 7 (7q34) (HILLIER et, 2003), sendo 

composto por 18 éxons distribuídos em uma região com 20,622 pares de base (bp). O RNA 

mensageiro transcrito a partir deste gene possui 2,949 bp (BENSON et al, 2013). A proteína 

BRAF é composta por 766 resíduos de aminoácidos, com peso molecular de 94 kDa (BENSON 

et al, 2013). Assim como as outras duas isoformas funcionais pertencentes à família das RAF 

cinases, a proteína BRAF possui três regiões conservadas (CR) (Figura 6). Próxima à região 

amino-terminal da proteína se localiza a CR1, que é constituída de um domínio de ligação à 

proteína RAS (RAS-binding domain; RBD) e um domínio rico em cisteína (cistein-rich domain; 

CRD). A CR2 é caracterizada por um domínio rico em serina e treonina e, quando fosforilada, 

apresenta um sítio de ligação para a proteína regulatória 14-3-3. A CR3, localizada próxima ao 

terminal carboxil, representa o domínio de proteína cinase, contendo um segmento de ativação. 

O domínio cinase das proteínas RAF possuem um pequeno lobo amino-terminal, com estrutura 
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predominante de folha β-pregueada antiparalela contendo uma alça de ligação ao ATP 

(adenosina trifosfato), sendo uma sub-região rica em glicina denominada P-loop, e um grande 

lobo carboxi-terminal caracterizado por uma estrutura α-hélice (CHONG; VIKIS; GUAN, 

2003; LEICHT, et al, 2007; ROSKOSKI, 2010). 

 

Figura 6 – Representação esquemática da estrutura linear das RAF cinases.

 

 Fonte: Adaptado de Roskoski (2010, p. 314). 

 

      De modo geral, os mecanismos regulatórios das RAF cinases envolvem uma série de 

interações entre proteínas, fosforilação, desfosforilação e alterações conformacionais. Contudo, 

apesar da semelhança estrutural primária, as três isoformas da proteína RAF possuem 

distribuições teciduais e propriedades bioquímicas distintas, sugerindo diferentes funções 

fisiológicas para cada uma delas (CHONG; VIKIS; GUAN, 2002; LEICHT, et al, 2007; 

ROSKOSKI, 2010; UDELL et al, 2011). A isoforma A-RAF está predominantemente presente 

nos órgãos urogenitais, enquanto a C-RAF é expresso em células neuronais e tecidos periféricos 

(STORM; CLEVELAND; RAPP, 1990). A isoforma B-RAF é expressa predominantemente no 

tecido neuronal, testículo, melanócitos e células hematopoiéticas (EYCHÈNNE et al, 1995). 

Comparado às outras isoformas, B-RAF constitui o mais potente ativador da via MEK-ERK 

(PAPIN et al, 1998; MERCER; PRITCHARD, 2003). 

      Em sua forma basal, a B-RAF é caracterizada pela interação dos dois lobos amino e 

carboxi-terminais, responsável pelo controle da exposição do sítio catalítico do domínio cinase. 
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O estado autoinibitório é viabilizado pela fosforilação dos resíduos S365 e S729 da proteína, 

localizados na CR2 e próximo à região carboxi-terminal, respectivamente, que permitem a 

ligação das proteínas regulatórias 14-3-3 responsáveis pela estabilização da interação entre os 

lobos. De todo modo, o recrutamento da proteína B-RAF para a membrana plasmática pela 

proteína RAS ativada caracteriza o evento inicial do seu processo de ativação. Este 

recrutamento promove a ligação da RAS aos domínios RBD e CRD da proteína BRAF, 

localizados no CR1. As interações promovidas pela RAS interferem na estabilidade das 

ligações das proteínas 14-3-3 aos seus sítios, promovendo alterações na conformação da 

proteína B-RAF e forçando-a a expor o seu domínio catalítico (Figura 7). A ativação promovida 

pelo RAS induz a fosforilação de vários resíduos da proteína B-RAF. A fosforilação dos 

resíduos T599 e S602, localizados dentro do segmento de ativação do domínio cinase, é 

fundamental para a atividade da proteína. Além disso, a fosforilação do resíduo S579, que 

ocorre dentro do P-loop, permite a interação da proteína com seu substrato (MEK). Já o resíduo 

S446 é constitutivamente fosforilado, de modo que, aliado a outros resíduos de carga negativa 

(D448 e D449), contribui para a elevada atividade basal da proteína BRAF (CHONG; VIKIS; 

GUAN, 2002; LEICHT, et al, 2007; ROSKOSKI, 2010; UDELL et al, 2011). 

 

Figura 7 – Início da ativação da proteína B-RAF: recrutamento à membrana celular pela RAS-
GTPase e exposição de sítios catalíticos. 

 

Fonte: Adaptado de Leicht e colaboradores (2007, p. 1204). 
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2.3.2 BRAF e carcinoma papilífero da tireoide 

 

      A ativação constitutiva da via de sinalização RAS-RAF-MEK-ERK é comum em 

vários tipos de câncer. Aproximadamente 15% das neoplasias humanas possuem a forma 

oncogênica de proteínas da família RAS (MALUMBRES; BARBACID, 2003). Por outro lado, 

o gene BRAF foi estabelecido como um oncogene após Helen Davies e colaboradores (2002) 

relatarem diversas mutações somáticas ativadoras do gene presentes em um amplo espectro de 

neoplasias humanas, mais predominantemente em melanomas (66%). Desde então, uma 

variedade de mutações pontuais identificadas no gene foi descrita (FORBES et al, 2010), quase 

todas confinadas em duas regiões dentro do domínio cinase: região do P-loop (codificada pelo 

éxon 11) e do segmento de ativação (codificado pelo éxon 15). Dentre estas, destaca-se uma 

alteração genética que corresponde a mais de 80% das mutações, caracterizada pela troca de 

uma timina por uma adenina no nucleotídeo 1799 (BRAFT1799A), que promove a substituição 

de uma valina por um ácido glutâmico no resíduo 600 da proteína codificada (BRAFV600E) 

(Figura 8) (DAVIES, H. et al, 2002; GARNETT; MARAIS, 2004; WAN et al, 2004).  

 

Figura 8 – Representação esquemática da estrutura primária da proteína B-RAF, destacando a troca de 
uma valina por um ácido glutâmico no resíduo 600 (BRAFV600E). 

 

 

Fonte: adaptado de Kimura (2010, p. 22). 
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      Quanto ao seu mecanismo oncogênico, é importante avaliar que fosforilação dos 

resíduos S579, T599 e S602 é fundamental para a regulação e atividade da proteína B-RAF 

wild-type, possibilitando a fosforilação e consequente ativação da MEK (ZHANG; GUAN, 

2000). A mutação somática BRAFT1779A promove a inserção de um aminoácido de carga 

negativa com propriedade ácida adjacente aos sítios regulatórios da proteína codificada, de 

modo que mimetiza fosforilação em seu segmento de ativação. Este evento perturbaria as 

interações hidrofóbicas entre o P-loop e o segmento de ativação mantidas pela forma basal do 

B-RAF, permitindo a formação de novas interações que mantém a proteína constitutivamente 

ativa, independente da ativação pela RAS, resultando em uma contínua ativação da MEK 

(DAVIES, H. et al, 2002; WAN et al, 2004; BRUMMER et al, 2006). 

      Pouco após a constatação inicial da presença de mutações pontuais no gene BRAF em 

diversos tipos de neoplasias malignas, Kimura e colaboradores (2003) relataram pela primeira 

vez a presença da mutação BRAFV600E em tumores tireoidianos, particularmente em CPT. Na 

ocasião, foi observado que a mutação BRAFV600E representava a alteração genética mais 

frequente em CPT, não sendo constatada a sua presença em tumores benignos e em CFT 

(KIMURA et al, 2003). Desde então, vários estudos semelhantes foram publicados destacando 

a especificidade da mutação para o CPT (Tabela 5). Também foi observado que, na maioria dos 

casos, não houve concomitância de outras mutações que afetam os componentes da via MAPK 

em CPT (KIMURA et al, 2003; SOARES et al, 2003; XU, X. et al, 2003; PUXEDDU et al, 

2004; GUERRA et al, 2014), evidenciando que cada uma destas alterações genéticas pode ser 

suficiente para desencadear o processo de oncogênese. A elevada prevalência associada à 

ausência de outras alterações genéticas e a alta especificidade para o CPT levantaram a hipótese 

de que a mutação BRAFV600E poderia auxiliar no diagnóstico de amostras citológicas 

indeterminadas obtidas pela PAAF e evitar tratamentos cirúrgicos desnecessários em lesões 

benignas. De fato, quando a mutação é detectada, o valor preditivo positivo para CPT é próximo 

de 100% (NIKIFOROVA; NIKIFOROV, 2009). Contudo, apesar da alta especificidade para o 

CPT, a sensibilidade é limitada uma vez que a mutação BRAFV600E não está presente em todos 

os casos de CPT, de modo que quando a amostras é negativa para a mutação não é possível 

excluir malignidade. Além disso, em boa parte das amostras citológicas indeterminadas 

encontram-se lesões foliculares, incluindo CFT e CPT de variante folicular, que mais raramente 

albergam a mutação BRAFV600E (KIM, M. I.; ALEXANDER, 2012). Portanto, apesar da clara 

utilidade da mutação BRAFV600E como ferramenta diagnóstica independente para avaliação de 

nódulos tireoidianos com citologia indeterminada, na prática clínica existe necessidade de 
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correlação com aspectos clínicos, citológicos e ultrassonográficos (PACINI et al, 2006; 

COOPER et al, 2009; ROSARIO et al, 2013). 

 

Tabela 5 – Prevalência da mutação BRAFV600E em diferentes neoplasias tireoidianas, obtida por 
estudos contemporâneos à primeira constatação da presença da mutação em carcinoma papilífero de 

tireoide. 

      Prevalência da mutação BRAFV600E 

             Casos mutados/Total de casos 

Referências Adenoma Folicular CFT CMT CPT (%) 

COHEN et al, 2003 0/20 0/13 0/3 24/35 (69) 

FUGAZZOLA et al, 2004 0/7 0/5 NA 18/56 (32,1) 

FUKUSHIMA et al, 2003 NA 0/8 0/9 40/76 (53) 

HAYASHIDA et al, 2004 0/18 0/8 0/1 37/72 (51,4) 

KIM, K. H. et al, 2004 NA NA NA 58/70 (83) 

KIMURA et al, 2003 0/14 0/10 NA 28/78 (35,8) 

NAMBA et al, 2003 0/20 0/11 NA 49/170 (28,8) 

NIKIFOROVA et al, 2003 0/46 0/32 0/13 45/119 (38) 

PUXEDDU et al, 2004 0/6 0/5 NA 24/60 (40) 

SALVATORE et al, 2004 0/19 NA NA 26/69 (37,7) 

SOARES et al, 2003 0/51 0/18 NA 23/50 (46) 

TROVISCO et al, 2005 NA NA NA 45/124 (36) 

XING et al, 2004 0/43 0/14 0/14 17/38 (45) 

XU, X. et al, 2003 0/18 NA NA 21/56 (38) 

Total 0/262 0/124 0/40 455/1073 (42,4) 

NA: não avaliado (lesão não investigada)       
 

Fonte: Elaborado pela autora. 

       

      Importa destacar que alguns estudos constataram presença da mutação BRAFV600E em 

carcinoma pouco diferenciado de tireoide e CAT que possuíam áreas pré-existentes de CPT 

BRAFV600E-positivo (NIKIFOROVA et al, 2003; BEGUM et al, 2004; SOARES et al, 2004, 

TAKANO et al, 2007). Uma vez que pode estar presente em todos os estágios de progressão 

tumoral, dos microcarcinomas papilíferos aos tumores indiferenciados (NIKIFOROVA et al, 

2003), foi sugerido que a mutação BRAFV600E poderia ser um evento determinante para a 

iniciação tumoral. Buscando compreender o papel da mutação neste mecanismo, Knauf e 

colaboradores (2005) induziram a expressão seletiva do BRAFV600E em células foliculares 
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tireoidianas de camundongos transgênicos (linhagem FVB/N) com o uso de promotor da Tg 

(Tg-BRAFV600E). Em camundongos com elevada expressão da mutação, foi possível observar 

o estabelecimento precoce de lesão maligna papilífera (12 semanas), presença de tumores 

multifocais, áreas com características histológicas de células altas e focos de carcinoma pouco 

diferenciado. Além disso, a expressão do BRAFV600E esteve associada com aspectos patológicos 

agressivos, como a presença de invasão vascular e de estruturas adjacentes (KNAUF et al, 

2005). Em outro estudo mais recente, foi realizada a análise do perfil de expressão de genes 

envolvidos na progressão tumoral a partir de amostras pareadas de CPT e carcinoma pouco 

diferenciado coletadas de camundongos transgênicos Tg-BRAFV600E. Foi observado que os 

focos de carcinoma pouco diferenciado exibiram alterações consistentes com transição epitélio-

mesenquimal: junções celulares desorganizadas, expressão de proteínas mesenquimais, 

remodelação da matriz extracelular e perda de polaridade celular (KNAUF et al, 2011). 

Portanto, os autores sugerem que as áreas de indiferenciação em camundongos Tg-BRAFV600E 

representaram fenômeno de progressão tumoral de tumor bem diferenciado para indiferenciado, 

uma vez que também evidenciaram a perda de expressão da e-caderina, molécula comum em 

células epiteliais, e que cuja perda de expressão é considerada um evento de indiferenciação em 

tumores tireoidianos (WISEMAN et al, 2007). Além disso, estudos in vitro constataram que a 

redução da expressão do gene BRAF (knockdown) mediada por técnica de RNA interferente 

transfectado inibiu o crescimento e proliferação promovido pela via RAS-RAF-MEK-ERK de 

células tireoidianas neoplásicas murínicas e humanas que albergavam a mutação BRAFV600E 

(SALVATORE et al, 2006; LIU, D. et al, 2007), demonstrando que a mutação não só participa 

da oncogênese, mas também é necessária para promover e manter a progressão do CPT.    

      Em seguida, uma série de estudos buscou investigar a associação da mutação 

BRAFV600E com aspectos clinicopatológicos do CPT. A maioria dos trabalhos até então 

publicados mostraram maior agressividade nos casos com a presença da mutação quando 

comparado aos casos negativos. Neste contexto, vários estudos observaram que a mutação 

BRAFV600E esteve associada à uma ou mais características desfavoráveis e de reconhecido papel 

no desenvolvimento do tumor papilífero de comportamento agressivo e pior prognóstico clínico 

(Apêndice B). Duas meta-análises mostraram associação significativa da mutação com o sexo 

masculino, tamanho tumoral, metástase linfonodal, multifocalidade, EET e estádio clínico 

avançado (LI, C. et al, 2012; LIU, X. et al, 2014). Além disso, dentre os diversos subtipos 

histológicos de CPT, a mutação BRAFV600E é frequentemente mais associada à forma clássica 

e à variante de células altas (KEBEBEW et al, 2007; LI, C et al, 2012; VIRK et al, 2013). 
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Importante salientar que a variante de células altas já possui papel biológico reconhecidamente 

mais agressivo (GHOSSEIN; LIVOLSI, 2008), como discutido anteriormente. 

      Alguns estudos também constataram associação positiva da mutação BRAFV600E com 

doença recorrente, o que sugere que os pacientes acometidos por CPT com a mutação 

BRAFV600E são mais propensos a apresentar recidivas tumorais quando comparados aos casos 

negativos. Em estudo multicêntrico, Xing e colaboradores (2005) avaliaram retrospectivamente 

a relação entre a mutação BRAFV600E e recidiva tumoral em 219 pacientes com CPT. Além de 

relatar a associação da mutação com aspectos clinicopatológicos de maior agressividade 

tumoral, foi observado, após follow-up médio de 15 meses, associação significativa entre a 

mutação BRAFV600E e recorrência tumoral, mesmo em casos de baixo estádio clínico inicial 

(I/II) (XING et al, 2005). Tae Yong Kim e colaboradores (2006) também confirmaram esta 

associação em uma coorte de 203 pacientes com CPT, demonstrando estreita relação entre a 

presença da mutação e pior sobrevida livre de doença. Subsequentemente, Elisei e 

colaboradores (2008) avaliaram pacientes com CPT durante um follow-up médio de 15 anos e 

constataram, por meio de análise multivariada, menor sobrevida livre de doença em casos 

positivos para a mutação BRAFV600E. Estes e outros estudos que investigaram risco de 

recorrência sugerem possível papel prognóstico da mutação BRAFV600E (KEBEBEW et al, 

2007; PRESCOTT et al, 2012).  

     Apesar disto, uma parcela dos estudos até então publicados não encontraram a mesma 

associação da mutação com aspectos clinicopatológicos desfavoráveis e recorrência tumoral 

(LIU, R. T. et al, 2005; ITO et al, 2009b; AHN et al, 2012; NAM et al, 2012; PARK, H. S. et 

al, 2012; PELTTARI et al, 2012; SANCISI et al, 2012; BARBARO et al, 2013; GOUVEIA et 

al, 2013; JING et al, 2013; KIM, Y. S. et al, 2013). Ainda não há uma justificativa exata para a 

discrepância dos dados obtidos pelos diferentes estudos, mas algumas limitações são discutidas, 

tais como: diferenças geográficas e étnicas; delineamento do estudo; número de pacientes 

incluídos; tipo de amostra tumoral coletada; e, inclusive, o método de detecção da mutação 

BRAFV600E aplicado (Apêndice C). Neste atual contexto, o papel prognóstico da positividade 

para a mutação BRAFV600E é controverso, indicando que ainda há necessidade de estudos que 

tragam mais evidências científicas. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 GERAL 

 

 ▪ Avaliar a associação da positividade da mutação BRAFV600E com aspectos clinicopatológicos 

do CPT. 

  

3.2 ESPECÍFICO 

 

 ▪ Determinar, retrospectivamente, a prevalência da mutação BRAFV600E em amostras de tecido 

tumoral fixados em formalina e conservados em blocos de parafina de casos consecutivos de 

CPT diagnosticados e tratados no Hospital São Rafael, Salvador – Bahia. 
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4 HIPÓTESES 

 

4.1 HIPÓTESE NULA 

 

      ▪ Não há associação entre a presença da mutação BRAFV600E e aspectos clinicopatológicos 

do CPT em pacientes do grupo de estudo. 

  

4.2 HIPÓTESE ALTERNATIVA 

 

     ▪ Há associação da presença da mutação BRAFV600E com aspectos clinicopatológicos do 

CPT em pacientes do grupo de estudo. 
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5 JUSTIFICATIVA 

 

      Os atuais parâmetros clinicopatológicos disponíveis não oferecem precisão na análise 

do prognóstico dos casos, gerando dúvidas quanto ao manejo clínico e follow-up do CPT. Nos 

últimos anos, o principal esforço direcionado a melhorar o panorama de indicadores 

prognósticos do câncer de tireoide tem sido o desenvolvimento de ferramentas de análise 

molecular (WEBER; ENG, 2005; GRIFFITH et al, 2006; SMALLRIDGE; MARLOW; 

COPLAND, 2009). Dentre os recentes avanços no entendimento da oncogênese tiroidiana, um 

dos mais promissores achados neste campo foi a caracterização da mutação BRAFV600E em CPT 

(COHEN et al, 2003; KIMURA et al, 2003). 

      É possível que a detecção da mutação BRAFV600E possa servir como ferramenta 

auxiliar importante na determinação do prognóstico do CPT. No entanto, ainda não está claro 

se a identificação da mutação BRAFV600E isoladamente, independentemente da presença ou 

ausência de outros aspectos clinicopatológicos, deva direcionar uma abordagem de tratamento 

e seguimento mais específica e intensificada (SANCISI et al, 2012). As meta-análises 

publicadas recomendam a realização de novos estudos que busquem evidências mais robustas 

sobre o impacto da mutação BRAFV600E na evolução do CPT (LI, C. et al, 2012; LIU, X. et al, 

2014). 
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6 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

6.1 DESENHO DO ESTUDO 

 

      Este trabalho foi um estudo retrospectivo de corte transversal unicêntrico com casos 

consecutivos de CPT de pacientes tratados no Hospital São Rafael – Monte Tabor (HSR), 

localizado na cidade de Salvador, Bahia, entre Janeiro de 2006 e Dezembro de 2012. A 

instituição dispõe de serviços de referência para o diagnóstico e tratamento do câncer de 

tireoide: o Serviço de Cirurgia de Cabeça e Pescoço (SCCP/HSR); o Serviço de Anatomia 

Patológica e Citopatologia (SAPC/HSR); e o Serviço de Medicina Nuclear (SMN/HSR).  

 

6.2 POPULAÇÃO DE ESTUDO 

 

      Foram selecionados pacientes consecutivos com suas respectivas amostras tumorais 

resultantes de ressecções cirúrgicas da tireoide realizadas pelo SCCP/HSR, fixadas em 

formalina e conservadas em blocos de parafina.  

 

6.3 CÁLCULO AMOSTRAL 

 

       O cálculo do tamanho amostral baseou-se na taxa de prevalência média de 56,3% da 

mutação BRAFV600E em CPT observada em recente meta-análise realizada por Xin Liu e 

colaboradores (2014). O tamanho do universo amostral considerado para o cálculo foi o número 

de casos de CPT diagnosticados no HSR durante o período de 2006 a 2012 (544 casos). O 

número de casos obtidos após cálculo amostral foi de 224, tendo em vista o intervalo de 

confiança de 95% (IC 95%). Para tanto, foram consideradas as seguintes variáveis: 

 

a) Tamanho da população (para o fator de correção da população finita ou fcp)(N): 544 

b) Frequência % hipotética do fator do resultado na população (p): 56,3%+/-2 

c) Limites de confiança como % de 100(absoluto +/-%) (d): 5% 
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d) Efeito de desenho (para inquéritos em grupo-EDFF): 1 

 

6.4 GRUPO AMOSTRAL 

 

      Casos foram selecionados após a pesquisa de pacientes que obtiveram diagnóstico de 

neoplasia maligna da tireoide ao exame anatomopatológico (código C73, segundo a 

Classificação Internacional de Doenças; CID) e que estavam registrados em base de dados 

disponível em sistema eletrônico interno do SAPC/HSR. Os pacientes inicialmente elegíveis 

para o estudo foram aqueles cujos laudos anatomopatológicos registrados no sistema eletrônico 

indicavam diagnóstico de CPT.  

      Após a seleção dos pacientes diagnosticados com CPT, foi realizada a pesquisa dos 

respectivos blocos de parafina contendo tecido tumoral (Figura 9A), bem como suas respectivas 

lâminas coradas com hematoxilina-eosina (HE) previamente confeccionadas na época do 

diagnóstico anatomopatológico (9B). Ambos, blocos e lâminas, estavam mantidos no 

SAPC/HSR. Nas ocasiões em que as lâminas estavam ausentes ou inadequadas para avaliação 

e identificação da área tumoral, novas lâminas foram confeccionadas e coradas com HE. Com 

intuito de confirmar o diagnóstico de CPT, as lâminas HE foram submetidas a revisões cegas 

(blind reviews) por dois médicos patologistas vinculados à instituição participante do estudo (I. 

G. S; L. E. F. Jr.).  

 

Figura 9 -  Tecido tireoidiano de pacientes tireoidectomizados no Hospital São Rafael. A: Blocos 
parafinados contendo tecido tireoidiano. B: Lâminas contendo corte de tecido tireoidiano coradas com 

hematoxilina-eosina.  

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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      Somente após a localização dos blocos parafinados e confirmação do diagnóstico de 

CPT, foi iniciada a busca de prontuários físicos e eletrônicos dos pacientes para coleta de dados 

clinicopatológicos.  

 

6.5 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO E EXCLUSÃO 

  

      A seleção dos casos elegíveis para o estudo obedeceu aos seguintes critérios de 

inclusão: a) pacientes tratados cirurgicamente pelo SCCP/HSR e diagnosticados com CPT pelo 

SAPC/HSR; b) casos consecutivos registrados entre Janeiro de 2006 e Dezembro de 2012. 

      Foram excluídos do estudo: a) pacientes que não possuíam laudo anatomopatológico 

registrado em sistema eletrônico; b) pacientes que não possuíam estadiamento tumoral 

completo pela classificação TNM (AJCC, 2010); c) casos cujos blocos de parafina contendo 

tecido tumoral estavam ausentes; d) pacientes com microcarcinomas papilíferos (≤ 1 cm) que 

não caracterizavam subtipos histológicos raros e que não apresentavam características 

clinicopatológicas agressivas, incluindo estágio clínico avançado (III/IV), EET, metástase para 

os linfonodos e à distância; e) ausência de amplificação do exon 15 do gene BRAF na reação 

em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction; PCR). Os casos excluídos foram 

substituídos por casos subsequentes segundo data da realização da tireoidectomia. 

 

6.6 REVISÃO DE PRONTUÁRIOS 

 

      As revisões foram realizadas no SMN/HSR, seguindo protocolo previamente 

elaborado e revisado por uma equipe de profissionais colaboradores do estudo, composta por 

médicos atuantes na área de endocrinologia (H. E. R.; J. C. Jr.), cirurgia cabeça e pescoço (C. 

R. A. L.), patologia clínica (I. C. S.) e medicina nuclear (L. J. L. S.). O protocolo constava de 

informações consideradas relevantes para o diagnóstico do paciente acometido pelo CPT, bem 

como aspectos clinicopatológicos (Apêndice D). Para o estudo foram consideradas os seguintes 

aspectos: idade ao diagnóstico; sexo; história familiar; subtipo histológico; tamanho da lesão 

tumoral; multifocalidade; invasão vascular; EET; presença de tireoidite de hashimoto (TH); 

metástase linfonodal e à distância e estadiamento tumoral. O estadiamento tumoral estabelecido 

foi baseado na 7ª edição do sistema de classificação TNM/AJCC (AJCC, 2010). Com base nas 
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informações coletadas, todos os pacientes foram classificados quanto ao risco de recorrência 

tumoral de acordo com os protocolos elaborados e publicados pela ATA e pelo Consenso 

Brasileiro (COOPER et al, 2009; ROSARIO et al, 2013). 

      O preenchimento do protocolo de revisão foi realizado em papel pela mestranda 

juntamente com dois alunos de iniciação científica (M. F. S. M.; V. M. S. L.), treinados e 

orientados por um médico endocrinologista (J. C. Jr.). Os protocolos revisados foram então 

numerados a fim de manter em sigilo a identidade pessoal dos pacientes e em seguida 

armazenados em caixa-arquivo localizado no Laboratório de Estudo da Tireoide, sitiado no 

Instituto de Ciências da Saúde, Universidade Federal da Bahia (LET/ICS). Os dados coletados 

foram inseridos no programa de pacote estatístico SPSS Statistics for Windows, Version 22.0 

(IBM, Armonk) para posterior análise estatística. 

 

6.7 AMOSTRAS TUMORAIS 

 

      Uma vez localizados os blocos de tecido parafinado dos pacientes e suas respectivas 

lâminas coradas em HE, foi realizada a identificação da área tumoral por marcação direta na 

lâmina corada (Figura 10). Para obtenção das amostras tumorais, foram realizadas 

microdissecções dos blocos selecionados por um técnico em Anatomia Patológica vinculado à 

instituição participante. Foram realizados pelo técnico quatro cortes histológicos sequenciais 

de 10 µm de espessura para cada caso/bloco. As lâminas contendo as microdissecções foram 

encaminhadas aos médicos patologistas, onde foram sobrepostas às suas correspondentes 

lâminas HE com áreas tumorais previamente marcadas. As áreas de tecido tumoral foram então 

sobremarcadas e dissecadas manualmente com navalhas descartáveis e estéreis (Leica 

Biosystems, Alemanha) e transferidas para tubos eppendorfs (1,5 ml) previamente autoclavados 

e identificados, resultando em duas amostras tumorais para cada caso (duplicata). Em casos de 

multifocalidade, apenas foram coletados, para análise, os focos de maior extensão (mm). Para 

o início do estudo molecular, as amostras acondicionadas nos tubos eppendorfs foram então 

transferidas para o LET/UFBA. 
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Figura 10 – Demarcação manual da área tumoral a partir de corte de tecido tireoidiano corado 
com hematoxilina-eosina. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

6.8 ANÁLISE DA MUTAÇÃO BRAFV600E 

 

6.8.1 Extração do DNA genômico 

 

      A etapa de extração de DNA genômico das amostras tumorais foi precedida por 

tratamento prévio que consistia na retirada da parafina do tecido tumoral (CARVALHO et al, 

2010). Após o processo de desparafinização, a extração de DNA foi realizada seguindo 

protocolo do fabricante do Puregene Core Kit B (Maryland, QIAGEN Sciences). Dois 

microlitros da amostra foram utilizados para determinação da pureza (A260/A280) e 

concentração de DNA em ng/µl utilizando Nano Espectrofotômetro KASVI Modelo K23-0002 

(KASVI, Curitiba). As amostras de DNA foram estocadas em freezer a -20ºC até o início da 

análise molecular.  

 

6.8.2 Reação em cadeia da polimerase 

 

      O segmento genômico do exon 15 do gene BRAF foi amplificado através da técnica 

convencional PCR. Antes da padronização da PCR foi realizado o desenho dos primers 
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descritos por Kimura e colaboradores (2003), que são complementares às sequências 

nucleotídicas anterior e posterior (alvos dos primers sense e antisense, respectivamente) ao 

exon 15 do gene BRAF (Figura 11), descrito na sequência referência disponível no Genbank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), banco de dados de sequências genéticas disponível no 

National Center for Biotechlogy Information (NCBI), sob o código NG_007873.3 . A 

padronização da técnica foi realizada atentando para as seguintes variáveis: quantidade de DNA 

molde; concentração dos primers; temperatura de pareamento dos primers; concentração do 

reagente cloreto de magnésio (MgCl2) e número de ciclos, em termociclador Veriti 96 Well 

(Applied Byosistem, Foster City). O segmento genômico de interesse do gene BRAF foi 

amplificado utilizando 5-100 ng/ml de DNA genômico em volume total de 20 µl contendo 7,5 

pmol de primers sense e antisense (Invitrogen, Carlsbad), 100 µl de dNTPs, 2,0 mM de MgCl2, 

Platinum Taq DNA polimerase high fidelity, tampão e água de PCR (Invitrogen, Carlsbad). 

Após padronização, a PCR passou a ser realizada dentro das seguintes condições: uma etapa de 

desnaturação inicial em 95°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 95ºC por 30 segundos, 

temperatura de anelamento de 58ºC por 30 segundos e temperatura de extensão de 72° C por 

45 segundos, e, por fim, uma etapa de extensão final de 5 minutos a 72ºC. 

 

Figura 11 – Sequências dos primers sense e antisense selecionadas para amplificação do exon 15 do 
gene BRAF. Mais abaixo, trechos realçados em azul representam a localização das sequências de 

primers em relação ao exon (realçado em marrom). 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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6.8.3 Eletroforese em gel de agarose 

 

      A fim de visualizar o padrão das bandas obtidas na PCR (amplicons), as amostras 

amplificadas foram submetidas à eletroforese em gel de agarose a 1,5% utilizando UltraPureTM 

Agarose (Invitrogen, Carlsbad,) diluído em tampão Tris/Borato/EDTA (TBE) 1X (UltrapureTM 

TBE Buffer, Invitrogen, Carlsbad) contendo 0,1µl/ml de Sybr Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, 

Carlsbad), submetido em corrente de 90v por 45 minutos em sistema de eletroforese horizontal 

(Loccus Biotecnologia, Modelo LCH 13x15, Cotia). O sucesso da PCR foi determinado com a 

visualização de bandas únicas contendo 231 pares de base no transluminador Safe Imager 2.0 

Blue Light (Invitrogen, Carlsbad) (Figura 12). 

 

Figura 12 – Visualização das bandas amplificadas de nove amostras após PCR. A densidade da banda 
reflete as concentrações relativas de DNA amplificado. 

 

Fonte: Elaborada pela autora. Legendas: B: Branco (blank); Pb: pares de base. 

 

      Em casos de ausência de amplificação do exon 15 do gene BRAF, foram realizadas 

novas extrações do DNA genômico a partir das amostras tumorais previamente armazenadas 

(duplicatas). Visando a obtenção de amostras contendo DNA íntegro e de boa qualidade, as 

etapas de reextração foram realizadas seguindo protocolos dos fabricantes do QIAamp FFPE 

Tissue Kit (Maryland, QIAGEN Sciences) e ReliaPrepTM gDNA Miniprep System (Madison, 

Promega), específicos para extração de DNA a partir de tecidos parafinados. Após as 

reextrações, as amostras foram submetidas às mesmas etapas de análise da mutação BRAFV600E 

anteriormente descritas. Diante da ausência de amplificação, os casos respectivos às amostras 

não amplificadas foram excluídos do estudo. 
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6.8.4 Sequenciamento direto 

 

      Os amplicons foram sequenciados para a confirmação da presença da mutação 

BRAFV600E. Para tanto, estas amostras foram purificadas utilizando colunas do Purelink Quick 

PCR Purification Kit (Invitrogen, Carlsbad), seguindo protocolo do fabricante, e em seguida 

levados para reação de sequenciamento direto em placas utilizando 2,5 pmol dos primers 

(foward e reverse) e reagentes do BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Invitrogen, 

Carlsbad). A precipitação da reação de sequenciamento foi realizada utilizando solução de 

isopropanol 70% e com a adição de Hi-DiTM Formamide (Applied Biosystem, Foster City). 

Após a reação, as amostras foram injetadas no sequenciador automático multicapilar ABI 

PRISM XL3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City), presente na plataforma 

de sequenciamento do ICS/UFBA. 

      As sequências de nucleotídeos obtidas de cada amostra foram visualizadas através de 

eletroferogramas gerados pelo sequenciador, utilizando o programa BioEdit Sequence 

Alignment Editor (HALL, 1999). A similaridade das sequências foi confirmada utilizando o 

programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), disponível pelo NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). A positividade da mutação BRAFV600E foi confirmada 

com a presença da alteração T1799A em heterozigose ou em homozigose nos eletroferogramas 

avaliados (Figura 13). 

 

Figura 13 – Eletroferogramas apresentam trechos de sequenciamentos de amplicons. A: Ausência de 
substituição nucleotídida, caracterizando um amplificado wild-type. B: Presença de dois picos 

nucleotídicos (heterozigose) na posição 1799 (T1799A).  

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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6.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

      As variáveis categóricas foram apresentadas utilizando números e porcentagens, 

enquanto as variáveis contínuas foram apresentadas utilizando médias e desvio padrão. Para a 

comparação dos aspectos clinicopatológicos dos pacientes e a presença da mutação BRAFV600E 

em seus respectivos tumores, foram utilizados o Teste de χ² e Teste Exato de Fisher para os 

dados categóricos e o Test T de Student para os dados contínuos, cujas distribuições de 

normalidade foram confirmadas através do Teste Shapiro-Wilk. Foram realizadas análises 

univariadas (Teste de χ² e Teste Exato de Fisher) para avaliar as associações entre os aspectos 

clínicopatológicos avaliados e a presença da mutação BRAFV600E do CPT, além da 

estratificação inicial de risco de recorrência segundo protocolos do Consenso Brasileiro e da 

ATA. Regressão logística multivariada foi realizada para identificar possíveis associações 

independentes. Foram incluídos no modelo de regressão todas as associações significantes 

observadas nas análises univariadas. Valores de odds ratio (OR) foram determinados para 

investigar a intensidade das associações. A significância entre tais associações foi baseada no 

valor de p ≤ 0,05, determinado com intervalos de confiança de 95%. A análise dos dados foi 

realizada utilizando o programa de pacote estatístico SPSS Statistics for Windows, Version 22.0 

(Armonk, IBM). 

 

6.10 ASPECTOS ÉTICOS E FINANCEIROS 

 

      Este trabalho foi executado de acordo com a norma 196/96 da Comissão Nacional de 

Ética e Pesquisa (CONEP), sendo aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Escola de 

Enfermagem da Universidade Federal da Bahia (UFBA) após submissão do projeto no sistema 

eletrônico da Plataforma Brasil, base nacional e unificada de registros de pesquisas envolvendo 

seres humanos (Anexo A). Após análise do projeto e verificação da aprovação do estudo pelo 

CEP/UFBA, a participação do Hospital São Rafael foi consentida pela Diretoria Médica 

instituição (Anexo B).  

     Este trabalho foi financiado pela Fundação de Amparo à Pesquisa no Estado da Bahia 

(FAPESB), através do Edital de Apoio a Projetos de Pesquisa do Estado da Bahia (Termo de 

Outorga: nº APP0040/2011). 
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7 RESULTADOS 

 

7.1 SELEÇÃO DO GRUPO AMOSTRAL 

 

      A Figura 14 apresenta o fluxograma completo das etapas de seleção do grupo 

amostral.  

 

Figura 14 – Fluxograma da seleção do grupo amostral. 

 

 

      Quinhentos e quarenta e quatro pacientes tratados e diagnosticados com CPT no 

período entre 2006 a 2012 foram identificados na pesquisa em sistema de banco de dados 

eletrônico do SAPC/HSR. Laudos contendo dados referentes à avaliação anatomopatológica 

dos tumores de 7 pacientes não estavam disponíveis no sistema, tornando os casos inelegíveis 

para o estudo. Com intuito de avaliar tumores clinicamente relevantes, 144 casos de 

microcarcinomas papilíferos de baixa agressividade (incidentalomas) foram excluídos. Blocos 
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de parafina contendo tecido tumoral de 32 pacientes não foram localizados, inviabilizando a 

inclusão destes pacientes no estudo. A revisão de prontuários físicos e eletrônicos dos 461 

pacientes restantes constatou ausência de estadiamento tumoral completo (TNM/AJCC) em 53 

casos, restando 408 pacientes elegíveis para o estudo. Destes 408 casos, 224 casos consecutivos 

foram selecionados para integrarem o grupo amostral.  

      Foram coletadas amostras tumorais de 135 casos incluídos no estudo (60,2%; 

135/224). Contudo, mesmo após a aplicação das etapas de reextração com os kits específicos 

para tecido parafinados, as amostras de DNA genômico extraídas mostraram-se inadequadas 

para a realização da análise molecular para a maioria dos casos elegíveis para o estudo (68,1%; 

92/135). Embora fossem obtidas amostras com boas concentrações de DNA (>100ng/mL) e 

razões A260/280 consideradas adequadas (1.8 – 2.0), foram constatados baixo rendimento e 

excessiva degradação do DNA obtido após as extrações (Figura 15), resultando na amplificação 

ineficiente do exon 15 do gene BRAF para estas amostras tumorais. Dessa forma, somente foi 

possível realizar a análise da mutação BRAFV600E em amostras tumorais de 43 pacientes 

(31,9%). 

 

Figura 15 – Perfil eletroforético de DNA extraído a partir de tecido parafinado (5-14) em 
comparação ao DNA extraído a partir de tecido fresco (1-4) previamente armazenado no LET/ICS. 

 

 

 

7.2 DADOS CLÍNICOS E PATOLÓGICOS GERAIS 

 

      A Tabela 6 apresenta as características clínicas e patológicas gerais dos 43 pacientes 

incluídos no estudo. 
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Tabela 6 – Características gerais dos pacientes incluídos no estudo. 

Características N (%) 
  (Total = 43) 
Dados clínicos   
            Idade (anos)   

Média ± DP 37,04  ± 13,58 
Amplitude 12 – 78 
< 45 anos 34 (79) 

≤ 21 anos 5 (11,6) 
22 - 44 anos 29 (67,4) 

≥ 45 anos 9 (21) 
≥ 60 anos 3 (7) 

           Sexo   
Masculino 3 (7) 
Feminino 40 (93) 

         História familiar 6 (14) 
Dados histopatológicos   
        Subtipo histológico   

Forma clássica 32 (74,4) 
Variante folicular 8 (18,6) 

Variante de células altas 1 (2,3) 
Variante oxifílica 1 (2,3) 

Variante trabecular 1 (2,3) 
       Tamanho tumoral (mm)   

Média ± DP 19,23  ± 11,36 
Amplitude 5 − 50 
≤ 10 mm 11 (25,6) 
> 10 mm 32 (74,4) 

< 20 mm 21 (48,8) 
21 - 39 mm 7 (16,3) 
≥ 40 mm 4 (9,3) 

       Tireoidite de Hashimoto 17 (39,5) 
       Multifocalidade 23 (53,5) 
       Invasão vascular 3 (7) 
       Extensão extratireoidiana 3 (7) 
       Metástase linfonodal 18 (41,9) 
       Metástase à distância  2 (4,7) 
      Estadiamento Tumoral (T)  
                           T1 26 (60,5) 
                                   T1a 11 (25,6) 
                                  T1b 15 (34,9) 
                           T2 10 (23,3) 
                           T3 7 (16,3) 
                           T4 − 
Continuação na próxima página.  
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Tabela 6 – Características gerais dos pacientes incluídos no estudo (continuação). 

Características N (%) 
  (Total = 43) 
       Estadiamento (N)   
                          N0 25 (58,1) 
                          N1a 11 (25,6) 
                          N1b 7 (16,3) 
      Estadiamento clínico (TNM)   
                          I/II 37 (86) 
                        III/IV 6 (14) 
Risco de recorrência   

Consenso Brasileiro   
Muito baixo 5 (11,6) 

Baixo 19 (44,2) 
Intermediário 12 (27,9) 

Alto 7 (16,3) 
ATA   

Baixo 17 (39,5) 
Intermediário 20 (46,5) 

Alto 6 (14) 
        

 

      A média de idade ao diagnóstico observada no grupo de estudo foi de 37,04 ± 13,58 

anos, com pacientes variando entre 12 e 78 anos. No presente estudo, 34 pacientes (79%) tinham 

idade inferior a 45 anos, enquanto 9 pacientes (21%) tinham 45 anos ou mais. Cinco pacientes 

(11,6%) eram menores de 21 anos, 29 (67,4%) tinham entre 22 e 44 anos e outros 3 pacientes 

(7%) tinham idade igual ou superior a 60 anos. Em relação ao sexo dos pacientes, a maioria 

pertenceu ao sexo feminino (93%), enquanto apenas 3 eram do sexo masculino (7%). Seis 

pacientes (14%) apresentavam história familiar de câncer de tireoide em, pelo menos, dois 

parentes de primeiro grau. 

      Todos os pacientes incluídos no estudo foram submetidos à tireoidectomia total. Em 

relação aos subtipos histológicos apresentados, a forma clássica do CPT foi a apresentação mais 

frequente (74,4%), seguida da variante folicular (18,6%). Variantes raras foram observadas em 

3 pacientes (7%) do grupo de estudo, que consistira de casos de variante de célula altas (1), 

variante oxifílica (1) e variante trabecular (1). Os tamanhos dos tumores papilíferos 

apresentados pelos pacientes variaram entre 5 a 50 milímetros (mm), sendo observada média 

de 19,23 ± 11,36 mm.  Destes, 11 (25,6%) representaram microcarcinomas, enquanto 32 

tumores (74,4%) apresentaram tamanhos maiores que 10 mm. Quanto aos tumores maiores de 
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10 mm, 21 (48,8%) casos eram menores ou iguais a 20 mm, 7 (16,3%) tinham entre 21 a 39 

mm e 4 casos (9,3%) eram maiores que 40 mm. De acordo com a classificação TNM, a maioria 

dos pacientes foi categorizada como casos T1 (60,5%), sendo estes 11 casos T1a (25,6%) e 15 

casos T1b (34,9%). Dez pacientes (23,3%) representavam casos T2 e 7 pacientes (16,3%) 

receberam a classificação T3. Não houve pacientes classificados como T4. Achados 

compatíveis com TH foram observados em 17 casos (39,5%). Vinte e três pacientes (53,5%) 

apresentaram múltiplos focos tumorais intratireoidianos, sendo 2 casos (4,7%) de 

multifocalidade unilateral e 21 casos (48,8%) de bilateralidade. Invasão vascular foi observada 

em 3 casos (7%), assim como EET. Foi constatada a presença de metástases para os linfonodos 

cervicais em 18 pacientes (41,9%), sendo 11 (25,6%) classificados como casos N1a e 7 (16,3%) 

como N1b. Apenas dois casos (4,7%) apresentaram metástases à distância (pulmão). 

      Seis casos (14%) possuíam estádio clínico avançado (III/IV) e consequente elevado 

risco de mortalidade em comparação aos casos de estádio clínico I/II (86%). Em relação ao 

risco de recorrência, 24 pacientes (55,8%) apresentaram risco baixo ou muito baixo de acordo 

com protocolo elaborado pelo Consenso Brasileiro, enquanto que 19 pacientes (44,2%) 

representavam pacientes de risco intermediário ou alto de recorrência. Quando avaliados 

conforme o protocolo da ATA, em contraposição à classificação do Consenso Brasileiro, a 

maioria dos casos representava pacientes de risco intermediário ou alto risco de recorrência 

(60,4%), enquanto 17 casos (39,5%) representavam pacientes de baixo risco. 

      O Quadro 1 apresenta os pacientes com estadiamento clínico avançado (III/IV) e suas 

respectivas categorizações de acordo com a classificação TNM/AJCC, bem como os casos 

classificados como risco intermediário ou alto de recorrência tumoral de acordo com o 

Consenso Brasileiro e a ATA e os principais achados que basearam as suas respectivas 

classificações. Foi observado que entre os casos estabelecidos com estádio clínico baixo (I/II), 

9 (22/28) possuíram risco intermediário e 6 possuíram risco alto de recorrência segundo o 

Consenso Brasileiro. Por sua vez, 18 e 4 casos de estádio clínico baixo apresentaram risco de 

recorrência intermediário e alto, respectivamente, de acordo com a ATA. Entre os pacientes 

com estádio clínico avançado (III/IV), foi estimado inicialmente baixo risco de recorrência 

tumoral apenas para um caso (Caso 1; T1aN1aM0), de acordo com o Consenso Brasileiro. 

Enquanto isso, apenas um caso com estádio clínico avançado foi classificado, no momento do 

diagnóstico, como risco baixo de recorrência segundo a ATA (Caso 3; T3N0M0).
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Quadro 1 – Pacientes com estádio clínico avançado (III/IV) e/ou com risco intermediário ou alto de recorrência tumoral 

  
 Estratificação de risco de 

mortalidade  Estratificação de risco de recorrência tumoral 
  TNM/AJCC CONSENSO BRASILEIRO ATA 
Caso Classificação Estádio clínico Classificação Principal achado Classificação Principal achado 

1 T1aN1aM0 III Baixo ─ Intermediário Meta LN 
2 T2N1aM0 III Intermediário Invasão vascular Intermediário Invasão vascular 
3 T3N0M0 III Intermediário Tumor > 4cm Baixo ─ 
4 T3N0M0 III Intermediário Invasão vascular Intermediário Invasão vascular 
5 T3N0M0 III Alto RCI Alto RCI 
6 T1bN0M1 II Alto Meta DT Alto Meta DT 
7 T2N0M1 II Alto Meta DT Alto Meta DT 
8 T3N1bM0 I Alto > 10 LN acometidos Intermediário Meta LN 
9 T3N1aM0 III Intermediário pT3; 1-3 LN acometidos Intermediário Meta LN 
10 T3N0M0 I Alto RCI Alto RCI 
11 T2N1bM0 I Intermediário pT2 (2-4 cm); 1-3 LN acometidos Intermediário Meta LN 
12 T2N1bM0 I Intermediário pT2 (2-4 cm); 1-3 LN acometidos Intermediário Meta LN 
13 T1bN1aM0 I Baixo ─ Intermediário Meta LN 
14 T1bN1aM0 I Alto RCI Alto RCI 
15 T2N0M0 I Intermediário Invasão vascular Intermediário Invasão vascular 
16 T2N1aM0 I Alto > 10 LN acometidos Intermediário Meta LN 
17 T3N0M0 I Intermediário pT3 (2-4 cm) Intermediário pT3 (EET mínima) 
18 T1bN1bM0 I Intermediário Variante de células altas Intermediário Variante de células altas 
19 T1bN1bM0 I Intermediário 4-10 LN acometidos Intermediário Meta LN 
20 T1aN1bM0 I Intermediário 4-10 LN acometidos Intermediário Meta LN 

21 T1bN1bM0 I Intermediário Captação cervical ectópica Intermediário Meta LN 
Continuação na próxima página. 
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Quadro 1 – Pacientes com estádio clínico avançado (III/IV) e/ou com risco intermediário ou alto de recorrência tumoral (continuação) 

  
 Estratificação de risco de 

mortalidade  Estratificação de risco de recorrência tumoral 
  TNM/AJCC CONSENSO BRASILEIRO ATA 
Caso Classificação Estádio clínico Classificação Principal achado Classificação Principal achado 
22 T1bN1aM0 I Baixo ─ Intermediário Meta LN 
23 T1aN0M0 I Muito baixo ─ Intermediário Meta LN 
24 T1bN0M0 I Intermediário Tumor > 4 cm Baixo ─ 
25 T1aN1aM0 I Baixo ─ Intermediário Meta LN 
26 T1aN1aM0 I Baixo ─ Intermediário Meta LN 
27 T1aN1aM0 I Baixo ─ Intermediário Meta LN 
28 T1aN1aM0 I Baixo ─ Intermediário Meta LN 

Legenda: 
EET: Extensão extratireoidiana                LN: Linfonodos                Meta DT: Metástase à distância                Meta LN: Metástase linfonodal 
RCI: Ressecção cirúrgica imcompleta 
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7.3 MUTAÇÃO BRAFV600E E ASPECTOS CLINICOPATOLÓGICOS 

 

      A prevalência da mutação BRAFV600E nas amostras tumorais amplificadas e 

sequenciadas no grupo de estudo foi de 65,1% (28/43). Os pacientes foram divididos em dois 

grupos de acordo com a presença da mutação BRAFV600E. A associação entre a mutação e os 

aspectos clinicopatológicos apresentados pelos 43 pacientes estão sumarizados na Tabela 7. 

 

Tabela 7 – Associação entre a mutação BRAFV600E e aspectos clinicopatológicos dos pacientes 
do estudo. 

Variáveis BRAFV600E (-)  BRAFV600E (+) Valor de p 
  (n = 15) (n = 28)   
Idade ao diagnóstico     0,024  

≤ 21 anos  4 (26,7) 1 (3,6)   
22 - 44 anos 11 (73,3) 18 (64,3)   
≥ 45 anos − 9 (32,1)   

                    ≥ 60 anos − 3 (10,7)   
Média ± DP 29,73 ± 10,18 40,96 ± 13,69 0,008₸ 

Sexo     0,541ⱡ 
Feminino 15 (100) 25 (89,3)   
Masculino − 3 (10,7)   

História familiar (+) 1 (6,7) 5 (17,9) 0,403ⱡ 

Subtipo Histológico     0,189ⱡ 
Clássico 9 (60) 23 (82,1)   

Variante Folicular 5 (33,3) 3 (10,7)   
Variante de Células Altas 1 (6,7) −   

Variante Oxifílica − 1 (3,6)   
Variante Trabecular − 1 (3,6)   

Tamanho do maior nódulo 
(mm)       

Média ± DP 17,6 ± 9,51 20,1 ± 12,32 0,497₸ 

Multifocalidade (+) 7 (46,7) 16 (57,1) 0,512ⱡ 
Unilateral 1 (6,7) 1 (3,6)   
Bilateral 6 (40) 15 (53,6)   
Ausência 8 (53,3) 12 (42,9)   

Invasão vascular (+) 1 (6,7) 2 (7,1) 1ⱡ 

Extensão Extratireoidiana (+) − 3 (10,7) 0,541ⱡ 

Tireoidite de Hashimoto (+) 10 (66,7) 7  (25) 0,008ⱡ 

Metástase Linfonodal (+) 7 (46,7) 11 (39,3) 0,751ⱡ 

Metástase à distância (+) 1 (6,7) 1 (3,6) 1ⱡ 

Continuação na próxima página. 
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Tabela 7 – Associação entre a mutação BRAFV600E e aspectos clinicopatológicos dos pacientes 
do estudo (continuação). 

Variáveis BRAFV600E (-)  BRAFV600E (+) Valor de p 
  (n = 15) (n = 28)   

Estadio clínico (AJCC/TNM)     0,095ⱡ 
I 13 (86,6) 21 (61,8)   
II 2 (13,3) 1 (3,6)   
III − 6 (21,4)   
IV − −   

Risco de recorrência tumoral       
Consenso Brasileiro     0,787ⱡ 

Muito baixo 1 (6,7) 4 (14,3)   
Baixo 8 (53,3) 11 (39,3)   

Intermediário 4 (26,6) 8 (28,6)   
Alto 2 (13,3) 5 (17,8)   

ATA     0,368ⱡ 
Baixo 5 (33,3) 12 (42,9)   

Intermediário 9 (60) 11 (39,3)   
Alto 1 (6,7) 5 (17,9)   

Legenda:       
ⱡ Teste de Qui quadrado ou Teste de Fisher     
₸ Teste T de Student       

 

 

      A partir da análise entre os grupos foi observado que os pacientes BRAFV600E 

positivos possuíram idade mais avançada quando comparado ao grupo BRAFV600E negativo 

(40,96 ± 13,69 vs 29,73 ± 10,18; P = 0,008). Quando avaliado de forma categórica a distribuição 

por faixas etárias (Tabela 7), diferença estatística significativa entre os grupos positivo e 

negativo para a mutação BRAFV600E foi encontrada em relação à idade ao diagnóstico do 

paciente (P = 0,024). Assim como as médias observadas, as frequências relativas para cada 

faixa etária demonstraram que os pacientes BRAFV600E positivos apresentaram idade mais 

avançada (≥ 45 anos) quando comparado aos casos negativos (32,1% vs 0%), incluindo os 

únicos três pacientes com mais de 60 anos. Por outro lado, houve frequência baixa da mutação 

BRAFV600E entre os pacientes ≤ 21 anos (1/5 casos), sendo apenas um paciente desta faixa etária 

pertencente ao grupo BRAFV600E positivo (3,6%). 

      Embora nenhuma significância estatística tenha sido observada em relação ao sexo e 

história familiar de câncer de tireoide dos pacientes, todos os indivíduos do sexo masculino e a 

maioria dos pacientes com história familiar de câncer de tireoide pertenceu ao grupo BRAFV600E 

positivo (3/3 e 5/6 casos; respectivamente). 
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      Em relação às características anatomopatológicas dos tumores, os únicos casos de 

variante oxifílica (1) e variante trabecular hialinizante (1) possuíam a mutação BRAFV600E 

(Figura 16), mas não foi constatada a presença da mutação na única variante de células altas. A 

forma clássica do CPT foi igualmente predominante entre os grupos negativo e positivo para a 

mutação BRAFV600E, enquanto que os casos de variante folicular concentraram-se no grupo de 

tumores BRAFV600E negativos (33,3% vs 10,7%). Contudo, não houve diferença estatística entre 

os grupos BRAFV600E positivo e negativo no que diz respeito ao subtipo histológico (P = 0,189).  

 

Figura 16 – Visualização por microscopia óptica das variantes raras e CPT clássico BRAFV600E 
positivos. A: Variante trabecular hialinizante; B: Variante oxifílica (oncocítica); C: Forma clássica. 
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      Quando avaliadas as médias de tamanho tumoral dos grupos, não foi observada 

diferença estatística (Grupo BRAFV600E positivo: 20,1 ± 12,32 vs Grupo BRAFV600E negativo: 

17,6 ± 9,51; P = 0,497).  O grupo BRAFV600E positivo, embora não estatisticamente significante, 

apresentou maior frequência de casos com invasão vascular (7,1% vs 6,7%; P = 1), EET (10,7% 

vs 0%; P = 0,541) e multifocalidade tumoral (57,1% vs 46,7%; P = 0,512), inclusive com mais 

casos de bilateralidade em relação ao grupo BRAFV600E negativo (53,6% vs 40%). Houve 

diferença estatística significativa na distribuição dos casos de CPT associados à TH entre os 

grupos, sendo a sua presença observada com mais frequência entre os casos negativos para a 

mutação (25% vs 66,7%; (P = 0,008). 

       A maioria dos pacientes que apresentaram metástases para os linfonodos cervicais 

pertenceram ao grupo BRAFV600E positivo (11/18 casos), no entanto, não foi observada 

diferença estatística entre os grupos BRAFV600E positivo e negativo em relação a prevalência 

deste achado (39,3% vs 46,7%; P = 0,751) (Tabela 7). Os únicos dois casos de metástase à 

distância foram igualmente distribuídos entre os grupos positivo e negativo para a mutação 

BRAFV600E. 

      Ao final, todos os casos com estádio clínico avançado (III/IV) pertenceram ao grupo 

BRAFV600E positivo. Em relação à classificação de risco de recorrência tumoral, houve maior 

concentração de casos com risco intermediário ou alto de recorrência no grupo BRAFV600E 

positivo quando comparado ao grupo BRAFV600E negativo (46,4% vs 39,9%; P = 0,787), de 

acordo com o Consenso Brasileiro (Tabela 7). Por outro lado, houve prevalência elevada casos 

com risco intermediário ou alto, segundo a ATA, entre os casos BRAFV600E negativos (66,7% 

vs 57,2%; P = 0,537). Contudo, não foram observadas diferenças estatísticas entre os grupos 

BRAFV600E positivo e negativo (Tabela 7). 

      Com o propósito de compreender a relevância prognóstica da mutação BRAFV600E em 

relação aos aspectos clinicopatológicos do CPT, bem como identificar possíveis associações 

independentes, foi realizada análise multivariada de regressão logística envolvendo apenas as 

associações que foram significativas (valor de P ≤ 0,05) na Tabela 7. Para tanto, foram 

realizados ajustes para vários fatores prognósticos que a literatura tem associado com o 

desfecho clínico avaliado (Tabela 8). 
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Tabela 8 – Análises univariada e multivariada da associação da mutação BRAFV600E com 
aspectos clinicopatológicos do CPT. 

 Mutação BRAFV600E 

  Análise univariada₽ Análise multivariada 

Variáveis OR bruto IC 95% Valor de p OR ajustado IC 95% Valor de p 

Idade₸             

≤ 21 anos 0,1 0,01 - 1,01 0,043 0,09 0 - 1,3 0,078 

≥ 45 anos 1,47 1,14 – 1,90 0,014 1,87 0,11 – 3,40 0,998 

TH ⱡ 0,16 0,04 - 0,65 0,008 0,14 0,02 - 0,77 0,024 

Para análise univariada: 

₽: Teste de Qui Quadrado e Teste Exato de Fisher 

Para análise multivariada: 
₸: Ajustado por tamanho tumoral, tireoidite de Hashimoto, invasão vascular, EET, metástase 
linfonodal e metástase à distância. 

ⱡ: Ajustado por idade, tamanho tumoral, EET e metástase linfonodal 

 
         

 

      A Tabela 8 apresenta associações observadas entre a presença da mutação BRAFV600E 

e idade ao diagnóstico (≤ 21 anos e ≥ 45 anos) e achado de TH associado ao tumor papilífero. 

Em relação à idade ao diagnóstico igual ou inferior a 21 anos, a associação negativa observada 

na análise univariada também foi apresentada na análise multivariada (OR: 0,10 e 0,09, 

respectivamente). No entanto, não houve significância estatística na associação negativa após 

análise multivariada (P = 0,078), evidenciando possível interação de confundidores nesta 

associação. Houve associação positiva entre idade igual ou superior a 45 anos (OR: 1,47), mas 

a associação também perdeu significância após os ajustes da análise multivariada (P = 0,998). 

Em relação à associação entre a presença da mutação BRAFV600E e TH associada ao tumor, a 

associação negativa observada na análise univariada permaneceu significativa após análise 

multivariada (P = 0,024), evidenciando o efeito protetor independente desta comorbidade sobre 

a mutação BRAFV600E (OR: 0,14). 
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8 DISCUSSÃO 

 

      Na prática clínica, tecidos provenientes de ressecções cirúrgicas podem ser 

congelados, mantidos a fresco ou estabilizados com um fixador que assegura a preservação da 

arquitetura tecidual e morfologia celular. Dentre os diversos tipos de fixadores utilizados na 

rotina laboratorial, o formaldeído na forma de formalina é reconhecido como fixador universal, 

amplamente utilizado pelos serviços de Patologia (SRINIVASAN; SEDMAK; JEWELL, 

2002). Tecidos fixados em formalina e emblocados em parafina tornaram-se fontes valiosas de 

pesquisa no âmbito da Biologia Molecular nos últimos anos, especialmente para estudos sobre 

as bases genéticas das doenças. Devido à praticidade da disponibilidade dos blocos de parafina 

pelos serviços de Patologia de instituições médicas e/ou acadêmicas, muitos pesquisadores 

optam pela utilização dos blocos de tecido parafinados para estudos retrospectivos de longo 

prazo. 

      A literatura tem demonstrado que o sucesso da extração do DNA a partir de tecidos 

parafinados fixados em formalina tem sido bastante variável (DOUGLAS; ROGERS, 1998; 

SERTH et al, 2000). No presente estudo, a qualidade e a integridade do DNA extraído a partir 

da maioria das amostras tumorais do tecido tireoidiano dos pacientes do grupo amostral foram 

prejudicadas, impossibilitando a amplificação do exon 15 do gene BRAF pela técnica de PCR 

convencional na maioria das amostras selecionadas. Evidências sugerem que a formalina é 

capaz de induzir a degradação do DNA (WILLIAMS et al, 1999; SRINIVASAN; SEDMAK; 

JEWELL, 2002). A degradação tem sido atribuída principalmente a fatores inerentes ao 

processamento do material, que incluem o tempo e a temperatura de fixação do tecido, e o pH 

e a concentração da formalina utilizada (TOKUDA et al, 1990; FOSS et al, 1994; DOUGLAS; 

ROGERS, 1998; LEHMANN; KREIPE, 2001; ZIMMERMANN et al, 2008; NILAND et al, 

2012). Visando padronizar o processamento das peças anatômicas recebidas, o SAPC/HSR 

passou a adotar critérios mais rígidos para o processamento dos tecidos somente em 2012. Uma 

vez que o presente estudo também incluiu blocos de tecido parafinado datados antes de 2012, 

a integridade do material genético proveniente das amostras tumorais coletadas para análise da 

mutação BRAFV600E pode ter sido comprometida em razão do processamento inadequado do 

material.  

      Tendo em vista este viés metodológico, profissionais de setores de Patologia e 

pesquisadores interessados em acessar tecidos parafinados para pesquisa em análise genética 



71 
 

devem atentar para a identificação de possíveis fatores que afetam qualidade do material. Caso 

estes fatores não possam ser identificados ou reparados, faz-se necessária a avaliação da 

qualidade das amostras de DNA obtidas após extração. Para tanto, baseado na experiência do 

presente estudo, a aplicação das amostras em sistema de eletroforese em gel de agarose torna-

se um método qualitativo prático e rápido para a verificação da ocorrência de degradação 

(SIWOSKI et al, 2002). Visualização de “borrões” (smears) ao longo do gel ao invés de bandas 

visíveis e de alto peso molecular indica amostras contendo DNA degradado, ou seja, 

fragmentado em tamanhos menores. Dessa forma, degradação do DNA oferece limitações 

críticas para a amplificação de sequências de interesse, dificultando o reconhecimento dos 

primers às sequências, e reduzindo de maneira significativa a quantidade de produtos da PCR. 

A escolha por sequências alvos para amplificação e desenho de primers cada vez menores 

poderia solucionar este problema, mas ainda haveria o risco da perda da especificidade da 

amplificação. Submissão das amostras a números maiores de ciclos da PCR ou aplicação do 

PCR Nested também seriam outras estratégias, uma vez que, a princípio, maximizariam a 

quantidade de produtos da PCR de amostras contendo baixas concentrações de DNA molde. 

No entanto, estas abordagens muitas vezes não produzem o efeito desejado, por exemplo: 

quando há poucas sequências moldes disponíveis, a ligação dos primers pode não ocorrer de 

forma igual para cada alelo durante os primeiros ciclos da PCR, resultando em desequilíbrio 

entre os produtos alélicos (BUDOWLE; EISENBERG; VAN DAAL, 2009), oferecendo, assim, 

interpretações menos confiáveis. 

     Ainda há opção da utilização de kits comerciais voltados especialmente para extração 

de DNA a partir de tecidos parafinados. No presente estudo, três kits para extração de DNA 

foram utilizados. Projetado para purificação de DNA genômico, mitocondrial e viral a partir de 

amostras de diversas origens, o kit Puregene Core tem como princípio básico a digestão 

enzimática das membranas celulares através da proteinase K durante longos períodos de 

incubação, que podem variar de 3 horas a 3 dias. Por outro lado, os kits específicos para tecido 

parafinado (QIAamp e Reliaprep), otimizam a purificação do DNA sem a necessidade de 

incubações overnight. Baseados em propriedades de ligação seletiva do DNA às membranas de 

sílica e de eluição, os métodos empregados pelos kits promovem a remoção das ligações 

cruzadas formadas entre o formaldeído e as moléculas de DNA sem a necessidade de longos 

períodos de incubação após digestão por proteinase K. Diversos estudos observaram resultados 

satisfatórios na amplificação de DNA após extrações com kits específicos para tecido 

parafinado (SIMONATO et al, 2007; CANNON-ALBRIGHT et al, 2011; LUDYGA et al, 
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2012; RABELO-GONÇALVEZ et al, 2014). Resultados obtidos da extração de DNA segundo 

protocolos de cada kit empregado no presente estudo foram semelhantes, apresentando 

concentrações e purezas de DNA, a princípio, adequadas. Contudo, os protocolos dos kits 

QIAamp e Reliaprep foram ineficazes para o estudo uma vez que, assim como o kit Puregene 

Core, não viabilizaram amplificação das amostras de DNA. Portanto, quantidades suficientes 

de DNA nem sempre refletem a quantidade de DNA molde necessária para o êxito da PCR.  

      Além da otimização das técnicas de extração para maximizar o rendimento das 

amostras de DNA, o foco na busca por novas estratégias de amplificação que pudessem 

sobrepor ou mesmo reparar o DNA fragmentado tem demonstrado resultados promissores. 

Recentes avanços em métodos de amplificação do genoma inteiro (whole genome 

amplification; WGA) oferecem uma saída para a recuperação de amostras degradadas. Sendo 

um dos métodos utilizados para a WGA, a amplificação por deslocamentos múltiplos (multiple 

displacement amplification; MDA) envolve processo de preparação do DNA fragmentado que 

resulta na ligação enzimática dos fragmentos de DNA em ordens aleatórias. Apesar das 

sequências não corresponderem à ordem da sequência original, a detecção de polimorfismos 

não é afetada. Assim, a reação de WGA é realizada, resultando em amostras amplificadas de 

DNA íntegro ou de tamanhos maiores disponíveis para análises moleculares subsequentes 

(HUANG et al, 2000; SILANDER; SAALERA et al, 2008). Diversos kits comerciais baseados 

nesta técnica foram desenvolvidos para amostras provenientes de tecidos parafinados, tais como 

o REPLI-g FFPE (Maryland, QIAGEN Sciences) e o GenomiPhi Amplification (Little 

Chalfont, GE Health Care). Muitos estudos empregaram estes ou outros kits comerciais 

semelhantes para amplificação de DNA de tecidos parafinados, inclusive para investigação de 

mutações no gene BRAF (BERRES et al, 2014). No entanto, nem todos obtiveram resultados 

satisfatórios (MACIEJEWSKA; JAKUBOWSKA; PAWLOWSKI, 2013), sugerindo que o 

método ainda é limitado para análise de amostras de DNA gravemente degradadas.  

      Devido à degradação do material genético da maioria das amostras tumorais pelas 

razões anteriormente citadas, a análise da mutação BRAFV600E foi realizada em apenas 43 

pacientes. Diversos estudos reportaram a taxa de prevalência da mutação em CPT, que variou 

entre 23 a 69% (COHEN et al, 2003; NAMBA et al, 2003). De acordo com dados da meta-

análise de Ju-Han Lee, Eung-Seok Lee e Young-Sik Sim (2007) com estudos publicados antes 

de 2006, a mutação está presente em cerca de 49% dos casos, sendo portanto a alteração 

genética mais frequente em CPT.  
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      No presente estudo, a mutação BRAFV600E foi identificada em 28/43 (65,1%) dos 

tumores papilíferos consecutivos tratados entre 2006 e 2012 no Hospital São Rafael, na cidade 

de Salvador. Até o momento, não há outros estudos publicados que tenham investigado a 

prevalência da mutação BRAFV600E em CPT na população do Estado da Bahia. No entanto, a 

prevalência elevada da mutação observada no presente estudo esteve em conformidade com os 

achados de alguns outros estudos que avaliaram a população brasileira. Dois estudos 

conduzidos no Hospital Araújo Jorge, centro de referência em diagnóstico e tratamento do 

câncer no Centro-Oeste brasileiro localizado na cidade de Goiânia, reportaram taxas de 

prevalência da mutação BRAFV600E em CPT semelhantes à observada no presente estudo. Silva 

(2012) reportou taxa de prevalência da mutação de 63,8% em amostras tumorais de 116 casos 

de CPT diagnosticados entre 2000 e 2005. Por sua vez, Gontijo (2012) observou taxa 

prevalência de 62,5% da mutação BRAFV600E em 80 casos de microcarcinoma papilífero 

diagnosticados entre 1996 e 2008. No entanto, cabe mencionar que apesar de ambos estudos 

também terem utilizado amostras tumorais oriundas de tecido parafinado, estes empregaram o 

método de polimorfismo de comprimento de fragmentos de restrição (restriction fragment 

length polymorphism; RFLP) aliada à PCR para detecção da mutação BRAFV600E (GONTIJO, 

2012; SILVA, 2012). No presente estudo, houve o emprego da técnica de sequenciamento 

direto, que já foi apontado como método de maior acurácia para a detecção de polimorfismos 

de nucleotídeo único quando comparado à técnica de RFLP-PCR (DAVIS et al, 2007), que 

possui limitação em discriminar genótipos apenas pelo tamanho do fragmento obtido. 

     Estudos conduzidos em São Paulo observaram menores taxas de prevalência da 

mutação BRAFV600E em relação à observada no presente estudo. Dutenhefner (2011) observou 

em uma coorte de 51 casos consecutivos de CPT, diagnosticados no Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, taxa de prevalência de 29,4% da mutação 

BRAFV600E, empregando método de PCR convencional seguida por sequenciamento direto. 

Este estudo optou pela investigação da presença da mutação em tumores provenientes tanto de 

tecido fresco quanto de tecido parafinado (DUTENHEFNER, 2011). No entanto, este trabalho 

não descreve qual tipo de material foi priorizado, de modo que limita a avaliação da taxa de 

prevalência da mutação BRAFV600E em comparação a outras casuísticas. Por outro lado, Oler e 

Cerutti (2009) conduziram estudo retrospectivo na mesma instituição utilizando apenas tecido 

fresco de 120 pacientes com CPT diagnosticados entre 2000 e 2007. Através do método de 

sequenciamento direto, foi observada taxa de prevalência da mutação BRAFV600E de 48% 

(OLER; CERUTTI, 2009). 
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      Ainda que os dados representem um número reduzido de pacientes avaliados, outras 

características do presente estudo poderiam explicar a observação de taxa de prevalência mais 

elevada. A seleção não-randomizada, a opção por análise retrospectiva e a grande perda 

amostral causada pela dificuldade técnica da amplificação do exon 15 do gene BRAF podem 

ter constituído um viés de seleção ao incluir em maior proporção pacientes com tumores mais 

agressivos e com elevado risco de recorrência, características associadas com a mutação 

BRAFV600E em estudos prévios (LI, C. et al, 2012; LIU, X. et al, 2014). Xiaolong Lee e 

colaboradores (2009) investigaram a mutação BRAFV600E em 64 casos de microcarcinomas 

papilíferos e observaram que tumores BRAFV600E positivos exibiram de forma significativa 

sinais de agressividade, tais como estádio clínico avançado, EET e metástase para os 

linfonodos. Embora o mesmo achado não tenha sido observado por outros estudos (KIM, T. Y, 

2005; WALCZYK et al, 2014), a inclusão seletiva de microcarcinomas papilíferos com 

características clinicopatológicas agressivas no presente estudo pode ter constituído outro viés 

que contribuiu para a maior detecção da mutação BRAFV600E. 

       A população do presente estudo foi constituída por pacientes diagnosticados e 

tratados após 2006. Cabe destacar que a literatura tem reportado mudanças temporais no perfil 

mutacional do CPT, de modo que a prevalência da mutação BRAFV600E tem aumentado 

significativamente em relação aos tumores tratados no passado (SMYTH et al, 2005; MATHUR 

et al, 2011; ROMEI et al, 2012). Estudo multicêntrico conduzido por Romei e colaboradores 

(2012) na Itália demonstrou aumento significativo da prevalência da mutação BRAFV600E entre 

1996 e 2010 (28% vs 58,1%; P = < 0,0001), e, em contraste, decréscimo da frequência de 

rearranjos RET/PTC (33% vs 9,8%; P = < 0,0001). Tendo em vista que os grupos de pacientes 

avaliados pelo estudo não apresentavam diferenças significativas em relação à idade ao 

diagnóstico, tamanho tumoral e presença de metástases locais e à distância, os achados do 

estudo sugerem que fatores ambientais possam ter influenciado o aumento da incidência da 

mutação BRAFV600E (ROMEI et al, 2013). 

      Estudos têm apontado que alto consumo de iodo poderia ter impacto na prevalência 

da mutação BRAFV600E. Estudos recentes na China, Coreia do Sul e Japão observaram elevada 

prevalência da mutação BRAFV600E. Somente na Coreia do Sul, a taxa de prevalência da 

mutação BRAFV600E em CPT varia entre 50 a 91% (MOON, H. J. et al, 2009; KIM, S. K. et al, 

2011). Guan e colaboradores (2009) selecionaram randomicamente para estudo epidemiológico 

1032 casos de CPT de pacientes provenientes de cinco regiões da China que apresentavam 

diferentes taxas de consumo de iodo. As regiões de alto consumo de iodo apresentaram maior 
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prevalência da mutação BRAFV600E quando comparadas às regiões de baixo consumo (69% vs 

53%; P = 0,0001), achado compatível com a taxa de prevalência observada no presente estudo. 

Recentemente, com intuito de avaliar o status nutricional de iodo no Estado da Bahia, o 

LET/ICS mensurou os níveis de iodo em amostras de urina de 1369 crianças de escolas públicas 

baianas (CAMPOS, 2014b). Em Salvador, houve predominância de iodúria na faixa 

correspondente a 200-299µg/L, indicando nutrição excessiva de iodo entre as crianças da 

capital baiana (CAMPOS, 2014b). Extrapolando este achado para a população adulta, o excesso 

do consumo de iodo poderia explicar a elevada taxa de prevalência da mutação BRAFV600E em 

CPT de pacientes residentes em Salvador. Até o momento, os mecanimos moleculares por trás 

da influência do alto consumo de iodo na ocorrência da mutação BRAFV600E em células 

foliculares tireoidianas ainda precisam ser elucidados. Especula-se que poderiam envolver 

provável ação nociva do processo natural de oxidação do iodo pela célula tireoidiana, 

propiciando danos e/ou reparação ineficiente do DNA e favorecendo a ocorrência da mutação 

BRAFV600E (GUAN et al, 2009). No entanto, como discutido previamente, observam-se baixas 

taxas de prevalência da mutação BRAFV600E em estudos conduzidos em São Paulo (OLER; 

CERUTTI, 2009; DUTENHEFNER, 2011), cidade onde o consumo de iodo ainda é 

considerado alto (VEIGA et al, 2013; CAMPOS et al, 2014), e onde a incidência do câncer de 

tireoide é mais elevada quando comparado a outras regiões brasileiras (COELI et al, 2005). 

Portanto, tendo em vista os achados contraditórios, faz-se necessária a condução de estudos 

voltados para a investigação da associação entre consumo de iodo e ocorrência da mutação 

BRAFV600E em CPT na população brasileira. Estabelecimento do alto consumo de iodo como 

fator de risco para a mutação BRAFV600E poderá fornecer explicação para a associação do 

aumento da ingestão de iodo com a incidência de CPT observada em muitos estudos 

epidemiológicos (FRANCESCHI, 1998; KNOBEL; MEDEIROS-NETO, 2007; VEIGA et al, 

2013). 

      Outra questão a ser considerada é a possibilidade da subestimação, dependente de 

metodologia, da real prevalência da mutação BRAFV600E. A aplicação de uma variedade de 

métodos para detecção da mutação BRAFV600E também poderia explicar as diferentes taxas de 

prevalência da mutação BRAFV600E observadas na literatura, uma vez que apresentam diferentes 

taxas de sensibilidade. Assim como o presente trabalho, grande parte dos estudos emprega a 

técnica de sequenciamento direto para a detecção da mutação (ABROSIMOV et al, 2007; 

NAKAYAMA et al, 2007; FRASCA et al, 2008; GUAN et al, 2009; MOON, H. J. et al, 2009; 

CHAKRABORTY et al, 2012; KIM, S. J. et al, 2012). Sequenciamento direto é um método 
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padrão-ouro para identificação de alterações genéticas, uma vez que permite a observação de 

outras variantes durante a leitura das sequências. Na meta-análise de Xin Liu e colaboradores 

(2014), a prevalência da mutação BRAFV600E em CPT observada nos estudos que aplicaram o 

método variou entre 34,1% a 73,4%. Apesar da ampla aplicação da técnica, sequenciamento 

direto apresenta algumas limitações técnicas. Sapio e colaboradores (2006) observaram que o 

sequenciamento direto de produtos da PCR apresentou-se como um método menos sensível na 

detecção da mutação BRAFV600E em tecido parafinado. O método foi capaz de detectar a 

mutação BRAFV600E apenas em amostras que continham mais de 40% das células albergando a 

mutação (SAPIO et al, 2006). Sequenciamento direto é capaz de realizar a leitura de sequência 

de DNA do tipo selvagem presente na amostra, portanto leituras incorretas podem ocorrer caso 

a quantidade de DNA do tipo selvagem exceder consideravelmente a quantidade de DNA 

mutante (SHACKELFORD et al, 2004). A possibilidade da mutação BRAFV600E não estar 

presente em todas as células tumorais foi investigada por Guerra e colaboradores (2012), que 

constataram que ocorrência clonal da mutação BRAFV600E em CPT não é frequente e que a 

maioria considerável dos tumores papilíferos consiste de uma mistura de células que albergam 

ou não a mutação BRAFV600E. Polimorfismo de conformação de fita simples (single strand 

conformation polymorphism; SSCP) é outro método também bastante empregado na detecção 

da mutação BRAFV600E em CPT. Na meta-análise de Xin Liu e colaboradores (2014), os estudos 

que utilizaram esta técnica observaram prevalência da mutação BRAFV600E que variava entre 

33,5% a 43,8% (RIESCO-EIZAGUIRRE et al, 2006; LUPI et al, 2007; ELISEI et al, 2008; 

SYKOROVA et al, 2010). No entanto, Sapio e colaboradores (2006) também constaram 

sensibilidade reduzida similar do método para detecção da mutação BRAFV600E em tumores 

parafinados. Os autores observaram que a técnica de amplificação de alelo mutante específica 

(mutant allele-specific PCR amplification; MASA) demonstrou ser específica e mais sensível, 

capaz de detectar a mutação BRAFV600E em concentrações abaixo de 20% de células acometidas 

(SAPIO et al, 2006), no entanto, ainda não houve outros estudos que exploraram a sua aplicação 

clínica.  

      Outra alternativa para detecção da mutação BRAFV600E é a utilização de métodos de 

imunohistoquímica (IHQ), amplamente utilizados na detecção de proteínas em tecidos 

parafinados para fins diagnósticos. Recentemente, Capper e colaboradores (2011) 

desenvolveram um anticorpo monoclonal, denominado VE1, capaz de identificar a proteína 

BRAF mutada na lâmina citológica de nódulos e de tecidos tumorais, inclusive em amostras 

provenientes de tecidos parafinados. Análises genéticas e de IHQ foram realizadas em cortes 
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histológicos de 47 casos de metástases de melanoma e 21 casos de CPT com intuito de 

investigar a acurácia do clone VE1 para identificação da proteína BRAFV600E (CAPPER et al, 

2011). Reação de IHQ foi considerada positiva quando não houve ambiguidade na marcação 

citoplasmática, tais como coloração difusa fraca, qualquer tipo de marcação nuclear isolada, 

coloração fraca de células intercaladas únicas e marcação de monócitos/macrófagos (CAPPER 

et al, 2011). Foi observado que o clone VE1 detectou todos os casos de melanoma e CPT 

BRAFV600E positivos (36%; 25/68) e negativos, sendo capaz, inclusive, de identificar o status 

mutacional do gene BRAF entre os casos em que a análise por sequenciamento direto foi 

ineficiente (CAPPER et al, 2011). Outros estudos subsequentes confirmaram a acurácia do VE1 

para detecção da proteína BRAF mutada em células tumorais (KOPEREK et al, 2012; 

ROUTHIER et al, 2013; ZAGZAG et al, 2013; ILIE et al, 2014). Aliado às taxas de 

sensibilidade e especificidade elevadas apresentadas pelo método, a técnica de IHQ em tecidos 

previamente fixados em formalina pode permitir o acesso do status mutacional de amostras 

inadequadas para análise genética, como amostras contendo poucas células tumorais ou 

apresentando fragmentação de DNA. 

      Outra vantagem atribuída à IHQ se encontra na possibilidade de averiguar o perfil de 

expressão da proteína BRAF mutada através da intensidade da coloração e contagem de células 

marcadas, geralmente expressa em porcentagem (FENG et al, 2010; CAPPER et al, 2011). 

Baseado nestes aspectos, diversos estudos buscaram investigar a aplicação prognóstica da 

superexpressão da mutação BRAFV600E em CPT. Feng e colaboradores (2010) observaram que 

superexpressão da proteína BRAF mutada em CPT esteve associada com presença de 

metástases linfonodais (P = 0,019) e superexpressão de genes envolvidos na proliferação celular 

(proliferating cell nuclear antigen; PCNA) (P = 0,000) e na regulação do reparo de erros da 

replicação do DNA (human muts homolog 2; hMSH2) (P = 0,0019). Contudo, este estudo foi 

limitado pelo baixo ponto de corte adotado na determinação de superexpressão (≥ 10% das 

células marcadas na reação) (FENG et al, 2010). No estudo de Silva (2012), superexpressão da 

mutação BRAFV600E foi determinada pela coloração de ≥ 50% células tumorais e esteve 

associada com EET (P = 0,0183) e metástase à distância (P = 0,0001). Estudos sugerem que a 

amplificação gênica, evento comum em alguns tumores (ALBERTSON, 2006), propicia a 

superexpressão da proteína BRAF e pode ser um mecanismo de ativação do gene BRAF em 

CPT (CIAMPI; ZHU; NIKIFOROV, 2005; XING, 2013). Investigação da superexpressão da 

proteína BRAF em amostras histológicas poderia adotada como ferramenta auxiliar prognóstica 

na avaliação do CPT. 
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      A contaminação de amostras tumorais por células oriundas do tecido normal 

adjacente representa outro fator a ser considerado uma vez que pode dificultar a detecção da 

mutação BRAFV600E quando essas estão presentes em grande quantidade. Alguns estudos 

empregaram a técnica de microdissecção de captura a laser (MCL), visando evitar resultados 

falso-negativos, e observaram prevalências que variaram entre 39% a 62% (GIANNINI et al, 

2007; LUPI et al, 2007; FRASCA et al, 2008; GUERRA et al, 2012; ZHENG, X. et al, 2012). 

A técnica de MCL aumenta a sensibilidade na identificação de DNA mutante na presença de 

DNA do tipo selvagem, considerando que a amostra obtida conteria quase que exclusivamente 

células tumorais (ESPINA et al, 2006).  

      Devido à desvantagem dos estudos retrospectivos com tecido parafinado, outros 

também optaram pela utilização de tecido fresco para detecção da mutação BRAFV600E. Xin Liu 

e colaboradores (2014) observaram taxas de prevalências mais elevadas da mutação 

BRAFV600E, que variaram entre 47% a 79% em estudos que não utilizaram tecido parafinado. 

A vantagem do emprego do tecido fresco em detrimento dos tecidos emblocados em parafina 

na pesquisa molecular reside no fato de que aqueles são submetidos a tratamentos agressivos 

que fragmentam o DNA a ser extraído, levando a maior dificuldade de amplificação da 

sequência de interesse, como discutido previamente (SCORSATO; TELLES, 2011; 

SENGUVEN et al, 2014). 

      Após avaliação dos fatores que podem subestimar ou superestimar a taxa de 

prevalência da mutação BRAFV600E na população do presente estudo, e, principalmente, pelo 

fato da taxa de prevalência ser similar à observada em outros estudos semelhantes, foi 

considerado que a frequência observada da mutação aproximou-se da real. 

      Em relação às análises de associação da positividade da mutação BRAFV600E e 

aspectos clinicopatológicos do CPT, quando avaliadas as idades dos pacientes no momento do 

diagnóstico, foi constatado que a maioria dos casos incluídos no estudo possuía idade superior 

a 21 anos, mas 5 casos foram relatados em pacientes pediátricos e adolescentes. O CDT é um 

evento raro durante a infância e adolescência (RIVKEES et al, 2011; VAISMAN; CORBO; 

VAISMAN, 2011). No presente estudo, embora não houvesse significância estatística na 

análise multivariada, casos de pacientes com idade inferior a 21 anos foram mais frequentes no 

grupo BRAFV600E negativo. Apenas um paciente pediátrico apresentou a mutação BRAFV600E 

(20%; 1/5). Este achado é consistente com dados já reportados que apontam que a mutação 

BRAFV600E é menos frequente em CPT pediátrico. Estudos de Kumagai e colaboradores (2004) 

e Penko e colaboradores (2005) não constataram a presença da mutação BRAFV600E em 
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pacientes pediátricos (0/15 e 0/14, respectivamente). Rosenbaum e colaboradores (2005) 

investigaram a prevalência da mutação BRAFV600E em 24 casos de pacientes jovens (≤ 18 anos) 

com CPT e observaram que a mutação foi significativamente mais frequente na população 

adulta (20% vs 77%; P = 0,0001), achado consistente com o presente estudo. Aparentemente, 

rearranjos RET/PTC são as alterações genéticas presentes no CPT que ocorrem com mais 

frequência na infância e geralmente estão associados à exposição à radiação (NIKIFOROVA 

et al, 2004; SANTORO; MELILLO; FUSCO, 2006).  

      Baixa prevalência da mutação BRAFV600E em crianças e adolescentes remete ao fato 

de que, embora os tumores papilíferos pediátricos muitas vezes possuam fenótipo agressivo em 

sua apresentação inicial, geralmente apresentam prognóstico favorável e raramente recorrem, 

sobretudo após terapêutica adequada (DEMIDCHIK et al, 2006; RIVKEES et al, 2011; 

VAISMAN; CORBO; VAISMAN, 2011; PARK, S. et al, 2013). Elevada taxa de cura 

apresentada pelas crianças se deve, em parte, ao fato que os tumores pediátricos geralmente são 

bem diferenciados e sensíveis ao tratamento com radioiodo. Avidez das células tireoidianas 

neoplásicas ao radioiodo depende da atividade e funcionamento do sistema de metabolismo do 

iodo (NILSSON, 2001). Para tanto, o receptor de TSH (TSHR) exerce papel fundamental, 

regulando moléculas envolvidas neste sistema. Este processo também envolve o simportador 

de sódio-iodeto (sodium-iodine symporter; NIS) presente na membrana basal, que permite o 

influxo de iodo para a célula tireoidiana. Uma vez transportado para o folículo tireoidiano, o 

iodo é oxidado pela tireoperoxidase (TPO) e incorporado a resíduos de tirosina para formação 

dos hormônios tireoidianos. Expressão dos genes NIS, TPO e TSHR geralmente se encontram 

comprometidos ou ausentes no CDT (SHEILS; SWEENEY, 1999; ARTURI et al, 2001). 

Interessantemente, a mutação BRAFV600E já foi associada com supressão da expressão destes 

genes, especialmente o gene responsável pela expressão do NIS (DI CRISTOFARO et al, 2006; 

RIESCO-EIZAGUIRRE et al, 2006; DURANTE et al, 2007; LIU, D. et al, 2007). Quando se 

avalia somente o CDT pediátrico, que raramente alberga a mutação BRAFV600E, dados na 

literatura indicaram que tumores pediátricos expressam níveis mais elevados do NIS quando 

comparado à população adulta (MIAN et al, 2001; RINGEL et al, 2001; PATEL et al, 2002). 

Dessa forma, sugere-se que a mutação BRAFV600E em CPT pediátrico poderia propiciar a perda 

da avidez ao radioiodo, resultando na falha do tratamento e piora da taxa de sobrevida ao 

favorecer desdiferenciação (KUMAGAI, 2006; OLER et al, 2008). No entanto, há estudos que 

não demostraram associação da mutação BRAFV600E com agressividade tumoral na população 

pediátrica (SASSOLAS et al, 2012; HENKE et al, 2014). Em estudo retrospectivo recente, 
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Givens e colaboradores (2014) investigaram a associação entre a mutação BRAFV600E e 

aspectos clinicopatológicos do CPT em 19 pacientes com idade inferior a 18 anos. Não foi 

observada associação com características de agressividade tumoral, tais como tamanho tumoral, 

EET, invasão vascular e metástase à distância (GIVENS et al, 2014). No presente estudo, risco 

aumentado de recorrência tumoral (intermediário ou alto) foi observado somente nos pacientes 

pediátricos BRAFV600E negativos (4/5 casos). Dados conflitantes podem ser resultado do pouco 

número de casos investigados, de modo que ainda são necessários mais estudos para estabelecer 

o papel da mutação BRAFV600E no prognóstico do CDT pediátrico.  

      Em relação à população adulta do estudo, todos os pacientes com idade avançada (≥ 

45 anos) apresentaram a mutação BRAFV600E. Sendo assim, a média de idade dos pacientes 

BRAFV600E positivos observada foi significativamente maior em relação aos pacientes 

negativos para a mutação (40,96 ± 13,69 vs 29,73 ± 10,18; P = 0,008). Zuo e colaboradores 

(2007) observaram que a presença da mutação esteve significativamente associada à idade igual 

ou superior 45 anos (78% vs 42%; P = 0,0362) ao investigarem a associação entre a mutação e 

aspectos clinicopatológicos em 42 pacientes com CPT. O mesmo achado foi observado em 

estudo de maior casuística, onde Weibin Wang e colaboradores (2012) observaram diferenças 

significativas nas médias de idade de 208 pacientes com CPT com e sem a mutação BRAFV600E 

(46,0 ± 12,5 vs 40,9 ± 11,9; P = 0,004). Diversos outros estudos confirmam este achado 

(ABROSIMOV et al, 2006; NAKAYAMA et al, 2007; KOPEREK et al, 2012; ULISSE et al, 

2012), mas recentes meta-análise não observaram associação entre a presença da mutação 

BRAFV600E e idade superior a 45 anos (LI, C. et al, 2012; LIU, X. et al. 2014). No presente 

estudo, análise multivariada não apontou associação positiva significativa entre a mutação 

BRAFV600E e idade avançada (OR: 1,87; P = 0,998). 

      No presente estudo, a maioria dos pacientes com CPT pertenciam ao sexo feminino 

(40/43; 93%). Quando avaliada a frequência da mutação BRAFV600E entre os sexos dos 

pacientes, 62,5% das mulheres (25/40) e os únicos três pacientes do sexo masculino incluídos 

no estudo pertenciam ao grupo BRAFV600E positivo. Tae Yong Kim e colaboradores (2006) 

observaram associação positiva entre o sexo masculino e a presença da mutação BRAFV600E em 

203 pacientes com CPT (21% vs 6%; P = 0,006). Ainda, foi observado em meta-análise de 2012 

maior chance para o sexo masculino de apresentar a mutação BRAFV600E quando comparado ao 

sexo feminino (OR: 1,22; IC 95%: 1.05–1.41) (LI, C. et al, 2012). Apesar destes achados, não 

foi observada tal associação no presente estudo, mas o número de pacientes avaliados ainda é 

restrito para permitir qualquer conclusão. A relação entre a mutação BRAFV600E e o sexo 



81 
 

masculino ainda permanece controversa, uma vez que há diversos estudos que não reportaram 

associação entre as condições (ELISEI et al, 2008; BASOLO et al, 2010; HOWELL et al, 2011; 

KIM, S. J. et al, 2012). Ainda deve-se considerar que associação entre o sexo masculino e 

agressividade tumoral também é controversa. Variados estudos clínicos reportaram que 

pacientes do sexo masculino tendem a apresentar CPT mais agressivos quando comparados aos 

tumores apresentados pela população feminina (MICHELI et al, 2009; ITO et al, 2011; HSIEH 

et al, 2012; YANG; SHEN; SAKAMOTO, 2013; LIANG et al, 2014). No entanto, outros 

estudos não evidenciaram efeito prognóstico independente (ELISEI et al, 2010; NILUBOL; 

ZHANG; KEBEBEW, 2013), de modo que o sexo do paciente ainda não é amplamente 

utilizado pelos principais sistemas de estratificação de risco de mortalidade por CPT e 

recorrência (COOPER et al, 2009; AJCC, 2010; ROSARIO et al, 2013).   

      A maioria dos pacientes incluídos no presente estudo não possuíam história familiar 

de câncer de tireoide, condição apresentada apenas por seis pacientes (14%; 6/43). Em uma 

coorte de grande casuística realizada em 1987 e 2004, Ito e colaboradores (2009b) constataram 

taxa de prevalência de 4,5% (243/6.015) de história familiar de câncer de tireoide em pacientes 

com CPT. No presente estudo, houve maior proporção de indivíduos com história familiar de 

câncer de tireoide no grupo BRAFV600E positivo quando comparado ao grupo BRAFV600E 

negativo (17,9% vs 6,7%; P = 0,403), no entanto não foi observada associação significativa 

para este achado. Também utilizando amostras parafinadas, Fernandez e colaboradores (2013) 

não constataram associação entre a mutação BRAFV600E e história familiar de CPT tireoide em 

estudo retrospectivo com 304 pacientes. De modo geral, as alterações genéticas envolvidas com 

câncer de tireoide familiar geralmente são germinativas, portanto, é possível que não haja 

associação entre história familiar e mutação BRAFV600E uma vez que esta representa uma 

mutação somática (CAVACO et al, 2008). 

      Foi observado que a maioria dos casos correspondia a CPT clássicos (32/43; 74,4%), 

sendo que a variante folicular foi o segundo tipo histológico mais frequente (8/43; 18,6%). 

Apesar do pequeno número de pacientes, foram detectados três casos de variantes raras do CPT: 

variante de células altas, variante oxifílica (oncocítica) e variante trabecular hialinizante. 

Michels e colaboradores (2007) investigaram a prevalência dos subtipos histológicos do CPT 

em pacientes tratados e acompanhados de 1960 a 1998 na região de Normandia, França. Dentre 

diversas variantes, os autores constataram a predominância da forma clássica (74%; 503/674) 

e baixa frequência da variante de células altas (56/674; 8,3%) e para a variante oncocítica (3,5%; 

24/674) (MICHELS et al, 2007). Com número de casos semelhante ao presente estudo, 



82 
 

Calangiu e colaboradores (2014) avaliaram 44 tumores papilíferos e observaram maior 

frequência para a forma clássica do CPT (68,1%; 30/44), seguida para a variante folicular (25%; 

11/44) e variante de células altas (6,8%; 3/44).  

      Exceto pela variante de células altas, as demais variantes observadas no presente 

estudo (variante oxifílica e variante trabecular hialinizante) pertenciam ao grupo BRAFV600E 

positivo. A mutação BRAFV600E é comumente associada à forma clássica e à variante de células 

altas, e menos observada em variante folicular (KEBEBEW et al, 2007; LI, C. et al, 2012; VIRK 

et al, 2013). No presente estudo, o grupo de tumores BRAFV600E positivos apresentaram maior 

concentração de tumores na forma clássica quando comparado ao grupo BRAFV600E negativo 

(82,1% vs 60%). Por sua vez, o grupo BRAFV600E negativo apresentou mais casos da variante 

folicular (10,7% vs 33,3%). Embora possa se apresentar como tumores grandes e invasivos, o 

prognóstico a longo prazo dos tumores papilíferos de variante folicular geralmente é similar ao 

apresentado pelos CPT clássicos, (PASSLER et al, 2003; ZIDAN et al, 2003; BURNINGHAM 

et al, 2005; LANG et al, 2006; SALAJEGHEH et al, 2008). Em estudo de casos consecutivos, 

Adeniran e colaboradores (2006) observaram que mutações pontuais no gene RAS foram mais 

frequentes em CPT de variante folicular que alterações no gene BRAF e rearranjos RET/PTC 

(82,3%; 14/17). Trovisco e colaboradores (2004) evidenciaram, inclusive, a presença de uma 

mutação incomum no gene BRAF, que substitui uma lisina por um ácido glutâmico no resíduo 

601 (BRAFK601E). Provavelmente, devido à baixa atividade cinase da BRAFK601E quando 

comparado à BRAFV600E (DAVIES, H. et al, 2002; WAN et al, 2004), esta mutação geralmente 

esteja associada a comportamento clínico menos agressivo do CPT (BAROLLO et al, 2014). 

No presente estudo, nenhum caso de variante folicular apresentou a mutação BRAFK601E. A 

meta-análise de Carol Li e colaboradores (2012) evidenciou associação negativa entre a 

mutação BRAFV600E e CPT de variante folicular (OR: 0,23; IC 95%: 0,61 - 0,34), sugerindo 

possível papel protetor da variante em apresentar a mutação.  

      Ito e colaboradores (2008b) investigaram as variantes histológicas apresentadas por 

1521 pacientes com CPT e observaram prevalência de 1,9% de casos de variante oxifílica 

(29/1521). Estudos apontam que a variante oxifílica também possui prognóstico similar ao CPT 

clássico (BECKNER et al, 1995; BERHO; SUSTER, 1997; ITO et al, 2008b). No presente 

estudo, o paciente que apresentou CPT de variante oxifílica possuiu tumor maior que 40 mm. 

Trovisco e colaboradores (2004) identificaram a mutação BRAFV600E em 6 de 11 casos de CPT 

de variante oxifílica que possuíam padrão de crescimento predominantemente papilífero 

(54,4%; 6/11). Em contrapartida, neste mesmo estudo, os casos de CPT de variante oxifílica 
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com padrão de crescimento unicamente folicular não apresentaram a mutação BRAFV600E, mas 

3 dos 4 casos apresentavam a mutação BRAFK601E (TROVISCO et al, 2004). Achado similar 

foi reportado por Musholt e colaboradores (2008), que observaram que tumores papilíferos de 

variante oxifílica com padrão de crescimento folicular não apresentaram a mutação BRAFV600E. 

Baseado nestes achados, é possível que a mutação BRAFV600E contribua mais vigorosamente 

para o desenvolvimento de tumores de arquitetura predominantemente papilífera (KNAUF et 

al, 2005).  

      Variante trabecular hialinizante do CPT é considerada uma lesão muito rara e 

controversa, uma vez que geralmente comporta-se como lesão de natureza mais indolente 

(CARNEY et al, 2008; NOSÉ; VOLANTI; PAPOTTI, 2008). A variante já foi associada à 

presença de rearranjos RET/PTC (CHEUNG et al, 2000). Em relação a mutações no gene 

BRAF, inicialmente os estudos não reportavam a presença da mutação BRAFV600E em CPT de 

variante trabecular hialinizante (TROVISCO et al, 2004; SALVATORE et al, 2005; 

FERNANDEZ et al, 2013). Contudo, assim como no presente estudo, Baloch e colaboradores 

(2006) identificaram a mutação BRAFV600E em um caso de CPT de variante trabecular 

hialinizante, mas não em neoplasia hialinizante trabecular. O achado sugere que a detecção da 

mutação BRAFV600E também poderia auxiliar na distinção entre lesões benignas e malignas de 

natureza trabecular hialinizante, mas os autores ainda sugerem cautela na confirmação 

diagnóstica uma vez que a ausência da mutação BRAFV600E não implica em absoluta 

benignidade (BALOCH et al, 2006). 

      Não houve influência significativa da presença da mutação BRAFV600E no tamanho 

tumoral dos pacientes do estudo. A média, em milímetros, do tamanho tumoral apresentado 

pelos pacientes foi semelhante entre os grupos BRAFV600E positivo e negativo (20,1 ± 12,32 vs 

17,6 ± 9,51; P = 0,497). Outros estudos reportaram associação positiva significativa entre o 

tamanho tumoral e positividade para a mutação BRAFV600E. Na meta-análise de Carol Li 

(2012), foi observado que a mutação BRAFV600E esteve associada significativamente com 

tumores maiores que 10 mm (OR: 1,57; IC 95% 1,29 – 1,92). No presente estudo, onze casos 

(25,6%; 11/43) foram microcarcinomas papilíferos, e a maioria dos casos restantes não 

ultrapassavam o tamanho de 20 mm (48,8%; 21/43), contribuindo para a obtenção de médias 

de tamanho tumorais relativamente mais baixas. Somente foram incluídos no estudo 

microcarcinomas papilíferos com subtipos histológicos raros ou que apresentavam qualquer 

uma das seguintes características clinicopatológicas: estádio clínico avançado (III/IV); EET; 

metástases linfonodais; e à distância. A mutação BRAFV600E foi também frequentemente 
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detectado em microcarcinomas papilíferos, sugerindo possível papel oncogênico precoce no 

desenvolvimento do CPT (UGOLINI et al, 2007). A prevalência da mutação BRAFV600E 

observada no grupo de microcarcinomas do presente estudo foi de 63,6% (7/11), similar à 

prevalência observada em tumores maiores de 10 mm (65,6%; 21/32). Em contraste, Ito e 

colaboradores (2009) observaram prevalência significativamente menor da mutação 

BRAFV600E entre os microcarcinomas em relação aos tumores maiores que 10 mm incluídos em 

seu estudo (28,2% (31/110) vs 40,5% (211/521); P = 0,0175). O fato do presente estudo incluir 

casos de microcarcinoma com maior agressividade pode ter contribuído para a taxa de 

prevalência elevada da mutação BRAFV600E neste subgrupo. No entanto, como discutido 

previamente, a utilização do sequenciamento direto como técnica de detecção da mutação 

BRAFV600E e a dissecação manual de tecido parafinado contendo células normais pode também 

ter potencialmente contribuído para redução da prevalência observada no estudo (ITO et al, 

2009). Choi e colaboradores (2013) observaram a presença da mutação BRAFV600E em 71,3% 

casos de microcarcinoma papilífero (72/101) ao empregar a PCR em tempo real, técnica mais 

sensível que a PCR convencional para amostras de tecido parafinado (HALAIT et al, 2012; 

JEONG et al, 2013).  

      Diversos estudos investigaram a associação da mutação BRAFV600E com aspectos 

clinicopatológicos em microcarcinomas papilíferos. Xiaolong Lee e colaboradores (2009) 

investigaram as características clínicas e patológicas de 64 microcarcinomas papilíferos e 

observaram que os tumores que possuíam a mutação BRAFV600E apresentaram características 

relacionadas à invasão, tais como EET, metástase linfonodal e estágio clínico avançado. Em 

estudo de maior casuística, Basolo e colaboradores (2010) investigaram tumores ≤ 20 mm de 

pacientes com CPT a fim de correlacionar a presença da mutação BRAFV600E com aspectos 

clinicopatológicos. A mutação BRAFV600E esteve associada com tumores de maior extensão 

(52% vs 39,6%; P = 0,0001). Apesar de dados ainda controversos, é possível que a detecção da 

mutação BRAFV600E em microcarcinomas papilíferos possa contribuir para a identificação de 

tumores com comportamento clínico mais invasivo. 

      No presente estudo, 23 pacientes apresentaram tumores multifocais (53,4%; 23/43;), 

sendo 21 casos (91,3%; 21/23) apresentando bilateralidade. Na Coreia do Sul, Hwa Young Ahn 

e colaboradores (2014) observaram que a maioria dos tumores multifocais apresentava-se em 

ambos os lobos tireoidianos (67%; 57/85). No entanto, a maioria dos estudos observou que 

tumores multifocais bilaterais ocorrem com menos frequência em relação aos tumores 

unilaterais (KARATZAS et al, 2013; HE et al, 2014). Em estudo retrospectivo, Mazeh e 
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colaboradores (2011) observaram que multifocalidade esteve presente em 57% dos casos 

(150/289), nos quais 44,6% (67/150) apresentaram-se como tumores bilaterais. Em outro estudo 

retrospectivo, Hwang e colaboradores (2010) observaram taxa de prevalência ainda menor: em 

592 pacientes com CPT, 13,2% apresentaram tumorais bilaterais (78/592). No presente estudo, 

assim como no estudo de Ahn e colaboradores (2014), o número de casos avaliados é limitado, 

de modo que pode ter dificultado a estimava real prevalência de bilateralidade.  

      Embora não tenha sido observado diferença estatística na distribuição dos casos, o 

grupo BRAFV600E positivo apresentou mais casos de multifocalidade quando comparado ao 

grupo BRAFV600E negativo (57,1% vs 46,7%; P = 0,512). Kurtulmus e colaboradores (2012) 

observaram que, em 109 pacientes com CPT, a mutação BRAFV600E esteve positiva e 

significativamente associada com multifocalidade (52,3% vs 47,7%; P = 0,02). Contudo, alguns 

estudos não observaram associação positiva entre a presença da mutação BRAFV600E e 

multifocalidade (LIU, D. et al, 2005; SAPIO et al, 2006; GOUTAS et al, 2008; BOMMARITO 

et al, 2011; KANG et al, 2013). Tendo em vista a discrepância observada, So Yeon Park e 

colaboradores (2006) realizaram um estudo de clonalidade pelo qual analisaram múltiplos focos 

de CPT de 61 pacientes e observaram que 39,3% dos casos não apresentavam a mutação 

BRAFV600E em todos os focos tumorais, sugerindo que focos tumorais podem corresponder a 

múltiplos tumores primários independente da mutação. Portanto, é possível que 

heterogeneidade intratumoral da mutação BRAFV600E em CPT seja um fator a ser considerado 

na detecção e análise da taxa de prevalência tumoral, principalmente se a amostra tumoral 

obtida for composta majoritariamente de múltiplos focos tumorais BRAFV600E negativos.  

      Houve metástases para os linfonodos em 41,9% dos pacientes do presente estudo 

(18/43). Metástases linfonodais são comuns em pacientes com CPT na sua apresentação clínica 

inicial (COOPER et al, 2009; ROSARIO et al, 2013). Meta-análises têm demonstrado 

associação positiva significante entre a mutação BRAFV600E e metástase para os linfonodos (LI, 

C. et al, 2012; LIU, X. et al, 2014). Embora a distribuição dos pacientes não tenha sido 

estatisticamente significativa, no presente estudo o grupo BRAFV600E positivo curiosamente 

apresentou menos casos de metástases linfonodais quando comparado ao grupo BRAFV600E 

negativo (39,3% vs 46,7%; P = 0,751). Zoghlami e colaboradores (2014) reportaram o mesmo 

achado em 46 pacientes com CPT, observando que a presença de metástases para os linfonodos 

cervicais ocorreu com menos frequência entre os pacientes BRAFV600E positivos quando 

comparados aos pacientes BRAFV600E negativos (3/17; 17,6% vs 14/17; 82,5%; P = 0,03). 

Contudo, o número de pacientes avaliados foi muito reduzido em ambas análises. Importa 
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considerar que a presença de pacientes jovens no grupo amostral pode ter contribuído para a 

associação negativa observada entre metástase linfonodal e mutação BRAFV600E uma vez que 

o CPT pediátrico geralmente apresenta metástases linfonodais em sua apresentação inicial, e, 

principalmente, raramente apresenta mutações no gene BRAF. 

      A existência de poucos casos de EET, invasão vascular e metástase à distância no 

presente estudo impossibilitou a análise destas importantes variáveis. Até o momento, todos os 

casos identificados de EET (7%; 3/43) e invasão vascular (7%; 3/43) pertenceram ao grupo 

BRAFV600E. No entanto, os únicos dois casos de metástases à distância (pulmões) foram 

igualmente distribuídos entre os grupos BRAFV600E positivo e negativo. Meta-análises reportam 

forte associação entre EET e presença da mutação BRAFV600E (LI, C. et al, 2012, LIU, X., 

2014). 

      Desde a primeira constatação de possível correlação entre TH e CPT (DAILEY; 

LINDSAY, SKAHEN, 1955), muitos estudos buscaram investigar essa associação. Em uma 

corte de grande casuística, Ling Zhang e colaboradores (2012) observaram que pacientes com 

TH apresentaram risco mais elevado de desenvolver CPT quando comparados aos pacientes 

sem TH. Tireoidite de Hashimoto representa uma doença autoimune benigna constituída por 

inflamação crônica que afeta a glândula tireoide (HIROMATSU; SATOH; AMINO, 2013). 

Esta promove depleção progressiva de células tireoidianas, que são substituídas gradualmente 

por infiltrado mononuclear e fibrose. Além disso, o tecido parenquimal é progressivamente 

comprometido e substituído por infiltrado inflamatório que produz fatores de crescimento 

proangiogênicos, citocinas, quimiocinas e enzimas degradadoras de matriz extracelular no 

tecido tireoidiano (PACIFICO; LEONARDI, 2010; TOMER; MENCONI, 2013). Os 

mecanismos imunológicos e moleculares envolvidos que incidem na associação entre TH e 

CPT ainda permanecem incertos. Ward (2014) publicou uma revisão recente que discute os 

possíveis fatores moleculares envolvidos nesta associação. Inflamação crônica per se poderia 

propiciar a ocorrência dos rearranjos em células foliculares tireoidianas através da ação de 

citocinas, quimiocinas e radicais livres, que causam danos teciduais e no material genético 

(GUARINO, 2010). Rearranjos RET/PTC são alterações genéticas já reportadas em lesões 

benignas tireoidianas, inclusive em TH (WIRTSCHAFTER et al, 1997; SHEILS et al, 2000; 

ELISEI et al, 2001). Muzza e colaboradores (2010) observaram que em 443 casos de CPT o 

rearranjo RET/PTC1 esteve presente em 41% das células não-neoplásicas acometidas pela TH 

que circundavam os tumores, além de estar mais presente em casos de CPT associado a TH, 

enquanto, por sua vez, a mutação BRAFV600E representou mais casos de CPT sem a 
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comorbidade. Associação positiva entre TH e o RET/PTC1 remete provável papel oncogênico 

desta alteração genética no desenvolvimento de CPT em casos de TH (SANTORO; MELILLO; 

FUSCO, 2006). No presente estudo, presença de TH associado ao tumor foi significativamente 

menos frequente no grupo BRAFV600E positivo em relação ao grupo negativo (25% vs 66,7%; 

P = 0,008). Ainda, associação negativa entre TH e a mutação BRAFV600E também observada na 

análise multivariada (OR: 0,14; P = 0,024) sugere que a doença possa exercer efeito protetor 

na ocorrência da mutação em CPT. Outros estudos reportaram o mesmo achado, observando 

que a presença da mutação BRAFV600E é menos frequente em pacientes com CPT e TH 

associada (KIM, K. H, 2005; KIM, S. K., 2009; KIM, S. J., 2014). Diante deste contexto, o 

processo autoimune da TH per se ou a ocorrência de rearranjos RET/PTC poderiam ser 

suficientes para promover a oncogênese tireoidiana independente da mutação BRAFV600E.  

      Diversos estudos têm reportado que esta concomitância indica prognóstico favorável 

para os pacientes, com doença menos agressiva na apresentação inicial e reduzida taxa de 

recorrência (DVORKIN et al, 2013; MAROTTA et al, 2013; KIM, S. J., 2014b). Por outro lado, 

outros estudos têm argumentado que o prognóstico do CPT não é afetado pela TH detectada no 

exame anatomopatológico (DEL RIO et al, 2008; JANJOVIC; LE; HERSHMAN et al, 2013). 

Dado o prognóstico negativo do CPT geralmente atribuído à mutação BRAFV600E, alguns 

estudos investigaram o efeito combinado da mutação BRAFV600E e TH na agressividade do 

CPT. Após categorizar casos de pacientes com CPT de acordo com o status da mutação 

BRAFV600E e a presença ou não de TH associada, Kim Su-Jin e colaboradores (2014) 

observaram efeito combinado da presença da mutação BRAFV600E e ausência de TH sobre 

estádio clínico avançado (MACIS) e risco aumentado de recorrência, de acordo com a ATA. 

Ainda, Marotta e colaboradores (2013) reportaram que a infiltração linfocítica promovida pela 

TH exerceu efeito protetor contra progressão tumoral em casos de CPT, independente do status 

mutacional do gene BRAF. Recrutamento de células pró-inflamatórias para o tecido tireoidiano 

ocorre em resposta à doença autoimune. Apesar da ação das moléculas secretadas durante o 

processo inflamatório propiciar microambiente favorável para progressão tumoral, macrófagos, 

linfócitos T e B e células natural killers (NK) recrutados durante o processo autoimune também 

serão direcionados a destruir as células tumorais (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Dessa 

forma, infiltração linfocítica intensa poderia explicar a inibição da progressão tumoral uma vez 

que a resposta antitumoral estaria mais acentuada que a ação de moléculas proinflamatórias e 

capacidade de evasão da resposta imune.  
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      Um dos focos da avaliação da mutação BRAFV600E sobre o prognóstico do CPT tem 

sido a associação direta da mutação com o estádio clínico tumoral (TNM). Recentes meta-

análises apontaram associação positiva entre a presença da mutação BRAFV600E e estádio 

clínico avançado (LI, C. et al, 2012; LIU, X. et al, 2014). No presente estudo, todos os seis 

casos de estádio clínico avançado (III/IV) pertenceram ao no grupo BRAFV600E positivo. Em 

contraste, o grupo BRAFV600E negativo era composto apenas por casos de baixo estádio clínico 

(I/II). Em estudo retrospectivo multicêntrico com casuística de 1849 pacientes com CPT, foi 

observada significante associação entre a presença da mutação BRAFV600E e mortalidade por 

CPT (P = < 0,001) (XING et al, 2013). Em estudo retrospectivo, Zoghlami e colaboradores 

(2013) não observaram a associação entre a mutação BRAFV600E e variados aspectos 

clinicopatológicos em 46 pacientes com CPT, incluindo estádio clínico avançado. Este dado é 

consistente com o achado do presente estudo, onde não foi possível observar associação 

significativa entre a mutação BRAFV600E e estádio clínico avançado (III/IV), mas o número de 

pacientes avaliados ainda é muito limitado. Contudo, uma vez assumida e comprovada 

associação positiva independente, a mutação BRAFV600E possivelmente poderá se inserir como 

ferramenta útil na identificação de casos de alto risco de mortalidade. 

      Diversos estudos têm demonstrado que a detecção de mutação BRAFV600E pode ser 

utilizada como marcador prognóstico molecular coadjuvante à estratificação de risco de 

recorrência tumoral em pacientes com CPT, principalmente àqueles casos inicialmente 

classificados como baixo risco. Dados reportados na literatura mostraram que a mutação 

BRAFV600E é frequente em CPT recorrente (HENDERSON et al, 2009; BAROLLO et al, 2010; 

TUFANO; BISHOP; WU, 2012). No presente estudo, casos com risco intermediário ou alto de 

recorrência segundo o Consenso Brasileiro foram mais frequentes no grupo BRAFV600E positivo 

(53,5% vs 40%), mas não houve associação significativa (P = 0,787). Tendo em vista que a 

maioria destes pacientes com risco de recorrência foram classificados com estádio clínico baixo 

(I/II), e que a taxa de sobrevida livre de doença entre pacientes com CPT é considerada alta, a 

detecção da mutação BRAFV600E poderia auxiliar de forma significativa na estratificação de 

risco de recorrência em pacientes convencionalmente classificados com estádio clínico baixo e 

contribuir para a otimização de protocolos de follow-up focados na identificação de recorrência 

tumoral. Assim, a detecção da mutação BRAFV600E aliada aos sistemas de estratificação de risco 

de recorrência convencionais poderia contribuir para o manejo de pacientes com risco elevado 

de recorrência. Prescott e colaboradores (2012) observaram a incidência de CPT recorrente em 

uma coorte de 356 pacientes, que foi significativamente maior entre pacientes BRAFV600E 
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positivos quando comparado aos pacientes BRAFV600E negativo (OR: 2,62; P = 0,02). A 

utilização, na prática clínica, da detecção da mutação BRAFV600E associada aos algoritmos 

adotados pela ATA e pelas categorias dos sistemas de estadiamento AMES, MACIS e TNM 

otimizou de forma moderada, porém significativa, a estratificação de risco de recorrência 

(PRESCOTT et al, 2012). Uma vez assumida a importância prognóstica da mutação BRAFV600E 

em CPT, pacientes que possuem a mutação possivelmente poderão receber condutas 

terapêuticas e de seguimento clínico mais intensificados. 

      No contexto observado no presente estudo e pelos diversos estudos clínicos e 

epidemiológicos que investigaram a mutação BRAFV600E em CPT, o papel prognóstico da 

mutação ainda permanece controverso. Discrepâncias dos dados apresentados na literatura 

dificulta a aplicação rotineira da detecção da mutação BRAFV600E na prática clínica, de modo 

que ainda não é recomendada para estratificação prognóstica (COOPER et al, 2009; ROSARIO 

et al, 2013). Como discutido previamente, diversas razões podem ser atribuídas à falta de 

evidências clínicas mais robustas, tais como a faixa etária dos pacientes avaliados, a 

heterogeneidade dos subtipos histológicos apresentados e o número reduzido de casos 

avaliados. 

      Poucos estudos em CPT avaliaram a associação entre a mutação BRAFV600E e etnia. 

Meta-análise de Ju-han Lee (2007) apontou que não há associação significativa entre raça e 

positividade da mutação BRAFV600E (P = 0,598). No entanto, o estudo é limitado pois somente 

avaliou a associação entre populações caucasianas e asiáticas (LEE et al, 2007). Diferenças 

étnicas e geográficas são fatores que também devem ser considerados, uma vez que fatores 

genéticos e ambientais podem influenciar diferentes expressões fenotípicas. A população 

brasileira é bastante miscigenada e formada por grupos étnicos variados: caucasianos, negros, 

asiáticos e indígenas. Em estudo conduzido na cidade de São Paulo, Oler e Cerutti (2009) 

observaram que a mutação BRAFV600E esteve associada com algumas características associadas 

com CPT agressivo, tais como tamanho tumoral, EET, metástase linfonodal e risco aumentado 

de recorrência. No presente estudo, não foi observada associação significativa entre a mutação 

BRAFV600E e agressividade tumoral. Ainda que os dados representem um número reduzido de 

casos de CPT, a possibilidade de que a discrepância seja real não deve ser descartada, uma vez 

que a população paulista difere da população baiana, que é majoritariamente composta por 

negros e pardos. 

      Segundo meta-análise de Xin Liu e colaboradores (2014), a maioria dos estudos que 

refutou a associação entre a mutação BRAFV600E e agressividade tumoral foi estudos 



90 
 

conduzidos em países asiáticos, que, inclusive, reportaram elevada prevalência da mutação em 

CPT. Como discutido previamente, populações asiáticas são reconhecidas pelo alto consumo 

de iodo na alimentação. Ainda há poucos estudos publicados que investigaram o papel deste 

mineral na agressividade do CPT. Em estudo conduzido com linhagem de células tireoidianas, 

Fuziwara e Kimura (2014) reportaram que a proteína BRAFV600E ativa indiretamente miR-19-

72, grupo de microRNAs capazes de suprimir a expressão de TGFβ na célula tumoral, através 

da ativação de sinalização Notch. Tratamento destas células com níveis elevados de iodo 

reduziu os efeitos oncogênicos da proteína BRAFV600E ao bloquear a superexpressão do miR-

19-72 e ativação via Notch, culminando no restabelecimento da antiproliferativa via TGFβ 

(FUZIWARA; KIMURA, 2014). Estudo prévio já havia constatado a ativação da via Notch 

regulada pela proteína BRAFV600E em câncer de tireoide, sendo inclusive associada à 

proliferação tumoral (YAMASHITA et al, 2013). Tendo em vista que a via Notch já foi 

associada com iniciação e progressão tumoral em tumores ósseos (SETHI; KANG, 2011), o 

efeito protetor de níveis elevados de iodo na ação da proteína BRAFV600E sobre a via Notch 

poderia explicar a associação nula entre a mutação BRAFV600E e CPT agressivo encontrada nos 

estudos que avaliaram populações asiáticas. No entanto, mais estudos são necessários para 

esclarecer o efeito do iodo na agressividade tumoral do CPT in vitro e in vivo. 

      Diferenças socioeconômicas entre as populações estudadas também poderiam 

justificar as discrepâncias nos dados obtidos pelos diferentes estudos. Devido ao 

aperfeiçoamento do monitoramento e da detecção precoce, pacientes com CPT cada vez mais 

apresentam nódulos tireoidianos assintomáticos de evolução indolente, diagnosticados 

incidentalmente pela USG e outros exames de imagem. Portanto, pacientes com CPT incluídos 

em estudos conduzidos em países que provém a suas populações amplo acesso aos sistemas de 

saúde tenderão a apresentar tumores menos extensivos no momento do diagnóstico e tratamento 

inicial. Dessa forma, grande parte destes tumores papilíferos poderá não desenvolver seu caráter 

mais agressivo. Em contraste, a detecção de tumores clinicamente evidentes e que expressaram 

fenótipos agressivos pode ser mais frequente em países que possuem um sistema de saúde 

precário ou mesmo em populações que não têm acesso a atendimento adequado e de qualidade. 

Houve poucos casos de tumores com mais de 40 mm e que apresentavam invasão vascular, 

EET e metástases à distância no presente estudo, de modo que não foi possível avaliar a 

associação entre a mutação BRAFV600E e estes fatores de mau prognóstico. Ainda que o Hospital 

São Rafael forneça atendimento ao público cadastrado no Sistema Único de Saúde (SUS), a 

maioria dos pacientes atendidos para o diagnóstico e tratamento do câncer de tireoide pertence 
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à rede privada. Sendo assim, presume-se que grande parte destes pacientes tiveram fácil acesso 

ao diagnóstico e tratamento da doença, justificando assim a apresentação de tumores com 

fenótipos menos agressivo no momento do diagnóstico.  

      Mesmo diante da possibilidade destas inconsistências enviesarem a definição do papel 

prognóstico da mutação BRAFV600E, não se deve subestimar a hipótese de que a associação da 

mutação com aspectos prognósticos convencionais do CPT seja apenas indireta ou aparente. 

Baseado nas evidências de estudos experimentais em linhagem de células e camundongos 

transgênicos que demonstraram que a iniciação e progressão tumoral pode ser favorecida pela 

ativação constitutiva da proteína BRAF (KNAUF et al, 2005; MITSUTAKE et al, 2005; 

RIESCO-EIZAGUIRRE, 2006), ainda sugere-se que a mutação per se não seja suficiente para 

induzir fenótipo agressivo ao CPT. Devido à instabilidade genômica promovida pela expressão 

da mutação BRAFV600E (MITSUTAKE et al, 2005), tem sido considerado que a mutação torna 

as células tumorais vulneráveis à ocorrência de outros eventos oncogênicos, e, inclusive, à 

aquisição de alterações genéticas secundárias que podem ativar outras vias de sinalização 

celular e cooperar na progressão e desdiferenciação tumoral. Quiros e colaboradores (2005) 

observaram mutações p53 em todos os CAT BRAFV600E positivos investigados, sugerindo que 

o CAT deriva do CPT BRAFV600E positivos após aquisição adicional de alterações genéticas no 

gene p53. Mais recentemente, estudos identificaram a ocorrência de mutações pontuais na 

região promotora do gene TERT em câncer de tireoide (LIU, X. et al, 2013; VINAGRE et al, 

2013), sendo associada a tumores clinicamente agressivos e de mau prognóstico, 

principalmente em casos de CPT (MELO et al, 2014). De forma interessante, estudos 

subsequentes também reportaram que o papel das mutações da região promotora do TERT 

parece requerer e cooperar com alterações genéticas adicionais, por exemplo, com a mutação 

BRAFV600E (LANDA et al, 2013; LIU, X. et al, 2014b). Xing e colaboradores (2014) 

observaram que casos de tumores papilíferos que albergavam tanto a mutação BRAFV600E 

quanto mutações TERT eram clinicamente mais agressivos e apresentaram maiores taxas de 

recorrência quando comparados aos tumores que possuíam apenas uma destas alterações 

genéticas. Dessa forma, há chances que, futuramente, a detecção das mutações TERT aliada à 

detecção da mutação BRAFV600E poderia auxiliar na estratificação prognóstica de pacientes com 

CPT. 
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS 

        

      Diante dos contextos apresentados, cada vez mais se faz necessário a condução de 

estudos prospectivos multicêntricos, de grande casuística e bem delineados, com a finalidade 

de definir o real papel da mutação BRAFV600E no prognóstico do CPT. 

      Dessa forma, a equipe do LET/ICS pretende ampliar a casuística no Hospital São 

Rafael e firmar parcerias com outras instituições médicas e/ou acadêmicas do Estado da Bahia 

e de outros Estados. Ainda, sempre que possível, pretende-se priorizar a utilização do tecido 

fresco como fonte de obtenção do DNA genômico dos pacientes com CPT com intuito de 

garantir amostras de boa qualidade. 

      Em relação ao acesso aos tecidos parafinados, cautela deverá ser tomada na 

verificação da qualidade dos materiais. Haverá a opção da utilização de métodos e kits 

comerciais de extração de DNA específicos para tecidos parafinados e, sempre que possível, a 

escolha por estratégias de amplificação que possam sobrepor ou reparar amostras de DNA que, 

por ventura, foram degradadas durante o processamento do tecido parafinado (WGA). Além da 

análise genética, haverá o interesse de utilizar o método de IHQ para detecção da proteína 

BRAF mutada, bem como para mensuração do seu grau de expressão através da contagem de 

células marcadas nas lâminas tratadas com anticorpos. 

      Pretende-se, ainda, realizar a pesquisa por outras alterações genéticas adicionais que 

possam estar envolvidas na progressão tumoral e estar presentes durante o evento oncogênico 

da mutação BRAFV600E. 
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10 CONCLUSÕES  

 

      ▪ Não houve associação da positividade para a mutação BRAFV600E com a maioria dos 

aspectos clinicopatológicos de CPT investigados. 

      ▪ A presença de Tireoidite de Hashimoto coexistente com o tumor foi o único fator 

que, significativamente e de forma independente, apresentou associação de proteção da 

mutação BRAFV600E em CPT. 

      ▪ A prevalência observada da mutação BRAFV600E, em amostras tumorais analisadas 

de pacientes com CPT diagnosticados e tratados no Hospital São Rafael, Salvador – Bahia, foi 

de 65,1%.  
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APÊNDICE A – ESTADIAMENTO TUMORAL DE CARCINOMAS BEM  
DIFERENCIADOS DA TIREOIDE BASEADO NA 7º EDIÇÃO DO S ISTEMA 
TNMA/AJCC 

 

 Fonte: adaptado de AJCC (2010). 
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APÊNDICE B – DESENHOS DE ESTUDO, CASUÍSTICAS E METODOLOGIAS 
APLICADAS POR DIFERENTES ESTUDOS QUE INVESTIGARAM A  
ASSOCIAÇÃO DA MUTAÇÃO BRAF V600E E ASPECTOS CLINICOPATOLÓGICOS 
DO CARCINOMA PAPILÍFERO DE TIREOIDE  

 

Fonte: Elaborado pela autora. Estudos incluídos na meta-análise de Xin Liu e colaboradores (2014). 
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APÊNDICE C – RESULTADOS OBTIDOS DE ESTUDOS QUE INVESTIGARAM A 
ASSOCIAÇÃO DA MUTAÇÃO BRAF V600E E ASPECTOS CLINICOPATOLÓGICOS 
DO CARCINOMA PAPILÍFERO DE TIREOIDE  

 

 Fonte: Elaborado pela autora. Estudos incluídos na meta-análise de Xin Liu e colaboradores (2014). 
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APÊNCIDE D – PROTOCOLO DE REVISÃO DOS PRONTUÁRIOS 

 

Data: 

Nome do pesquisador: 

 

01. RG: .....................................................................................................|__|__|__|__|__|__| 
 

02. Idade: (anos ao diagnóstico)...................................................................................|__|__| 
 

03. Sexo: (1) Masculino (2) Feminino...............................................................................|__| 
 

04. Histórico familiar de Câncer de Tireoide: (1) Sim (2) Não (999) Não 
informado...........................................................................................................|__|__|__| 
 

05. Data da cirurgia (00/00/0000)...........................................................____/____/______ 
  

06. Tipo de Cirurgia:  (1) Tireoidectomia parcial (2) Tireoidectomia total (3) 
Tireoidectomia realizada em outra instituição.............................................................|__| 

 

07. Esvaziamento cervical homolateral: (1) esvaziamento recorrencial (Nível VI) (2) 
esvaz. radical clássico (3) esvaz. radical modificado (II a V) (4) não esvaziado  (5) não 
especificado (999) ignorado...............................................................................|__|__|__| 

 

08. Esvaziamento cervical contralateral: (1) esvaziamento recorrencial (Nível VI) (2) 
esvaz. radical clássico (3) esvaz. radical modificado (II a V) (4) não esvaziado  (5) não 
especificado (999) ignorado...............................................................................|__|__|__| 

 

09. Numero do anátomo-patológico.  (999)...................................|__|__|__|__|__|__|__|__| 
 

10. Tipo histológico: (1) Ca. Papilífero (2) Ca. Folicular (3) Ca. Células de Hurthle (4) Ca. 
Medular (5) Ca. Anaplásico  (6) Outro....................................................................... |__|  
 

11. Se Carcinoma papilífero, subclassificação: (1) Clássico (2) Variante Folicular (3) 
Variante Oncocítica (4) Variante Células Claras (5) Variante Células altas (6) Variante 
Células Colunares (7) Variante Esclerosante Difusa  (8) Variante Sólida (9) Variante 
Cribiforme (10) Com componente insular (11) Células escamosas ou mucoepidermóide 
(12) Misto: Papilífero e Medular (13) Outro.......................................................... |__||__|   

 

12. Tamanho do maior nódulo AP (mm)..............................................................|__|__|__| 
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13. Tumor multicêntrico:  (1) Não (2) Unilateral (3) Bilateral ...............................|__|__|__| 
 

14. Extensão extra-tireoidiana: (1) Sim (2) Não (999) Ignorado...........................|__|__|__| 
 

15. Invasão vascular: (1) Sim (2) Não (999) Ignorada............................................|__|__|__| 
 

16. Estadiamento T: (1) T1 (2) T2 (3) T3 (4) T4 (999) Tx ..................................... |__|__|__| 
 

17. Estadiamento N: (1) N0 (2) N1a (3) N1b (4) NX..............................................|__|__|__| 
 

18. Data da iodoterapia: (00/00/0000) (999) se não fez..........................____/____/______ 
  

19. Dose de iodo: (0) Não (1) 30 mci (2) 100mCi / 3,7Gbq (3) 150mCi / 5,5Gbq (4) 
200mCi / 7,4Gbq (5) 250mCi / 9,25 Gbq (6) 300mCi / 11,1Gbq (7) outros 
.....................................................................................................................................|__| 

 

20. PCI pós iodoterapia: (1) Captação adequada (2) Metástases à distância (3) Captação 
inadequada............................................................................................................. |__|__| 

 

21. Metástase à distância na PCI pós-dose: (1) Não (2) Pulmão (3) Fígado (4) Ossos (5) 
Outros..................................................................................................................... |__|__| 

 

22. Tireoglobulina pós iodoterapia (feita após 3 meses da dose de iodo): 
................................................................................................................................|__|__| 

 

23. Recidiva em qualquer momento do followup: (1) Não (2) local (3) pescoço 
homolateral (4) pescoço contralateral (5) Linfonodos do nível VI (6) osso (7) fígado 
(8) pulmão (9) Outros .................................................................................................|__| 

 

24. Status na última informação: (1) vivo sem doença (2) vivo com doença (3) morte por 
câncer (4) morte operatória (5) morte por outra causa (6) perdido de 
vista..............................................................................................................................|__| 
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ANEXO A – PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITÊ DE ÉTIC O 

EM PESQUISA DA ESCOLA DE ENFERMAGEM DA UNIVERSIDADE  

FEDERAL DA BAHIA 
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ANEXO B – APROVAÇÃO DA DIRETORIA MÉDICA DO HOSPITAL  

SÃO RAFAEL  
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