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INTRODUCAO

Embora a mutacao hot spot V600OE do gene BRAF seja reconhecida como a mais frequente
anormalidade molecular somatica no CP, influenciando nao apenas seu diagndstico, mas
também auxiliando na caracterizacao da agressividade tumoral e do prognostico dos pacientes,
ainda faltam estudos sobre a importancia da expressao deste gene, importante elemento da
principal via de sinalizacao envolvida na etiopatogenia do CP, a via da MAPK. Amutacao V600E
tem sido identificada em DNA de ceélulas cancerigenas circulantes e relacionada com maior
agressividade tumoral e pior prognostico dos pacientes. Uma série de genes especificos da
tircide também tém sido identificados em células tiroidianas circulantes, como o gene de
tireoglobulina e, mais recentemente, mRNA de TSH.. Esta identificacao apresenta vantagens
sobre as técnicas baseadas em tecido, constituindo-se num potencial marcador de evolucao e de
prognostico.

OBJETIVOS

Investigar a possibilidade de detectarmos a presenca da mutacao T1799A de BRAF em
células tiroidianas circulantes de CP

Comparar a expressao de BRAF quantificado por real-time PCR com variaveis clinico-
patologicas (sexo; idade; antecedentes pessoais e de exposicao ambiental incluindo fumo;
tamanho e caracteristicas ultrasonograficas US; citologia) e laboratoriais (Tg e anticorpos
antitiroide-AcTg) coletadas no periodo pré operatorio, com aspectos referentes ao peri-
operatorio (tipo de cirurgia; achados cirurgicos; histologia e expressao proteica por
Imunohistoquimica); achados pos-operatorios (PCIl, US e outras imagens, Tg e Aclg) e a
evolucao e sobrevida de um grupo de pacientes com CP operados e seguidos por uma mesma
equipe de acordo com um mesmo protocolo.

CASUISTICA E METODOS

Extraimos DNA do sangue periféerico de 100 pacientes em diferentes estagios da doenca.
Vinte destes individuos apresentavam metastases a distancia no momento da coleta tendo sido
obtido tecido tumoral concomitante em 4 pacientes. A mutacao foi analisada atraves da técnica
de PCR-RFLP (Figuras 1 e 2) e a amplificacao foi confirmada atraves de sequenciamento direto
de 2 casos.

Foram coletados tecidos tiroidiano normal e tumoral de 173 pacientes, sendo 63 CPs (6
homens e 57 mulheres) seguidos por 5 a 56 meses (21,4 £ 12,45 meses). 45 eram papiliferos
classicos, 11 variantes foliculares e 7 representavam outras variantes; 18 eram
microcarcinomas, 9 tinham 1 a 2 cm e apenas 1 era maior que 4 cm, os restantes tendo 2a 4 cm.
42 pertenciam ao estadio TNM 1, 10 ao estadio 2, 9 ao estadio 3 e 2 ao estadio 4. A quantificacao
de RNAmM realizada pelatecnica de PCR real-time de BRAF (Figura 3) foi realizadaem 51 casos e
os valores de RQ (Tabela 1) foram classificados dos 1 a 10 Unidades Arbitrarias (UA).
Classificamos os casos com expressao de BRAF em grupos A (hipoexpressao) (1a5 UA),B(5a
10 UA) e C (hiperexpressao) (>10 UA). Amédia de idade foi de 47+13,9 anos. A sobrevida global
foide 83,3% em 48 meses.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 100 pacientes apresentaram resultados de restricdo condizentes com o padrao
selvagem do gene BRAF (uma banda de 124 pb, uma de 87 pb e outra de 13 pb) no material
obtido de sangue periférico. Entre os 4 tumores analisados, encontramos um mutante
heterozigoto (bandas de 211 pb, 124 pb, 87 pb e 13pb) para T1799A. Estes dados preliminares
sugerem que a deteccao da mutacao T1799A do gene BRAF em sangue periferico de pacientes
portadores de CP € possivel, embora ainda nao tenhamos encontrado nenhum portador da
mutacao. Apesar de 12 dos 100 pacientes investigados apresentarem niveis elevados de
tireoglobulina circulante no momento da coleta, indicando a presenca de ceélulas tiroidianas
funcionais, estas celulas poderiam ser nao-tumorais ou nao detentoras da mutacao de BRAF.

Analise de regressao logistica multivariada identificou o tabagismo (p<0,0001), a presenca
de linfonodos clinicamente suspeitos ao diagnodstico (p=0,035), o tipo de cirurgia realizado
(p=0,03) e a ocorréncia de complicagcoes pos operatorias (p=0,02) como fatores que diminuiram
a sobrevida global. A confirmagao anatomo-patologica de linfonodos metastaticos no
compartimento central tambem diminuiu a sobrevida global (p=0,0039). A expressao do gene
BRAF (p=0,01), os criterios de agressividade histologicos (p<0,0001), a presenca de linfonodos
positivos a patologia (p= 0,045) influenciaram negativamente, enquanto que a realizacao de
radioiodoterapia (p=0,029) influenciou favoravelmente o progndéstico. Quando isoladas, as
variaveis sexo (p=0,01), e tabagismo (p<0,0001) foram relevantes para sobrevida global.

Figura 1. Gel da PCR do gene BRAF com fragmento de 224pb.
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Figura 2. Gel da restricao do gene BRAF com pacientes de fenotipo
selvagem (bandas de 124 pb, 87 pb e 13pb).
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Figura 3. Tela da Quantificacao Relativa por PCR Real Time com as
curvas de amplificacao do gene BRAF e do controle endégeno GAPDH

CONCLUSOES

Concluimos que, além dos critérios clinicos, ultrasonograficos e histologicos
classicamente utilizados na determinacido de agressividade tumoral, a quantificacao da
expressao do gene BRAF € importante no sentido de se estratificar individuos de risco para pior
evolucao, contribuindo para a identificacdo dos casos que necessitam de tratamento mais
agressivo.

Novos dados deverao esclarecer estes dados preliminares sobre a mutacao de BRAF
confirmando a possivel utilidade do metodo no diagnostico de casos mais agressivos e, talvez,
na avaliacao da presenca de recidiva ou metastase em pacientes em seguimento por CP.
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