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Von Ammon JL. Aspectos clinico-patologicos e painel multigénico no carcinoma de tireoide
derivado de células foliculares [dissertacdo]. Salvador: Processos Interativos de Orgdos e
Sistemas, Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia; 2022. 90 p.

RESUMO

Introducdo: O carcinoma de tireoide derivado de células foliculares (CTDCF) constitui a
maioria das neoplasias da tireoide, correspondendo a quase 90% dos casos. A analise do perfil
molecular tumoral, através da técnica de sequenciamento de nova geracdo (SNG), vem sendo
essencial para o rastreamento de mutagdes acionaveis do cancer e, consequentemente, na
identificacdo dos casos que podem evoluir para um comportamento mais agressivo da doenga.
O manejo clinico do CTDCF vem evoluindo devido a uma melhor compreensdo dos impactos
das alteragcdes genéticas relatadas nos principais drivers génicos envolvidos na hiperativacao
das vias MAPK e PI3K-AKT. No entanto, a correlagdo clinico-patologica dessas alteragdes
genéticas ainda ¢ pouco compreendida, sobretudo em pacientes da América Latina.
Objetivos: Correlacionar aspectos clinico-patolégicos do CTDCF em pacientes adultos com
mutacdes através de um painel multigénico customizado. Material e Métodos: Estudo
retrospectivo, transversal, unicéntrico, envolvendo 100 pacientes adultos diagnosticados com
CTDCEF, entre 2010 e 2019, no Hospital Aristides Maltez em Salvador, Bahia. Foi realizada
revisdo anatomopatologica por patologista colaborador. DNA tumoral parafinado foi extraido
com o ReliaPrep™ FFPE gDNA Miniprep System (Promega, EUA). Genotipagem das
regides genomicas alvos (KRAS, NRAS, BRAF, EGFR e PIK3CA) foram realizadas através do
painel Ampliseq personalizado, e o sequenciamento realizado na plataforma iSeq™ 100
(Illumina®, EUA). Analises de bioinformatica foram realizadas na plataforma Varstation™
baseada em nuvem. Resultados: Realizada a técnica de SNG, 54/100 (54%) apresentaram
resultado satisfatorio, e 46/100 (46%) amostras apresentaram resultado inconclusivo. Através
do nosso painel mutacional customizado, 31/54 (57%) das amostras apresentaram mutagdes
nos genes analisados, 83% de subtipo papilifero classico (CPTC), idade média de 39 anos,
87% do sexo feminino, ¢ média do tamanho tumoral de 2,14 cm. 23/54 (42,6%) nao
apresentaram nenhuma mutacdo (selvagem). As mutagdes no gene BRAF foram as mais
frequentes 18/54 (33%), detectadas em maioria no CPTC. 10/54 (18%) amostras apresentaram
a mutagdo BRAFVS"E e encontramos 7 mutagdes BRAFNO-VOE ginda ndo descritas em
CTDCF (G464E, G464R, G466E, S467L, G469E, G596D e a delecdo T599Ifs*10) e a
mutagdo BRAFA*8V j4 previamente reportada. A BRAFG*E ¢ BRAFSS foram detectadas
em dois casos CT cribforme morular, a BRAFC*E BRAFC4E BRAFG464R ¢ BRAFASY
estiveram presentes em CPTC, a dele¢do BRAFT™519 observada em uma variante solida de
CPT, € a BRAF®*'" esteve presente em um caso de variante folicular infiltrativa de CPT ¢ em
CPTC; todas as amostras com auséncia de extensao extratireoidiana (EET). Mutagdes no gene
EGFR foram encontradas em 16/54 (29%) das amostras tumorais, todas do subtipo CPTC, e
nos genes RAS (KRAS e NRAS) foram encontradas 8/54 (14%) mutacdes. Nao foram
encontradas mutagdes no gene PIK3CAI2, amostras tiveram multiplas mutagdes: 3
(BRAF"/EGFR), 3 (BRAFN?V5"/EGFR), 2 (BRAF"%"/ BRAFN-V69) 3 (BRAF/RAS), sendo
que 1 amostra de CPTC, tumor de 4cm e EET presente apresentou 3 mutagdes
simultaneamente nos genes KRASP!'ON, NRAS!" e EGFR"8ORE™26 Conclusio: Neste estudo,
ndo foi encontrada associagdo significativa entre CTDCF e as mutagdes BRAFVE KRAS,
NRAS e EGFR. Entretanto, as variantes BRAFNO-V0E foram significativamente evidentes e
associadas a um menor risco de EET. Os achados deste estudo trazem a relevancia da
realizacdo de um painel multigénico por SNG nos casos de CTDCF, com a finalidade em



expandir o conhecimento sobre a frequéncia e os impactos das alteragdes genéticas associadas
a essa patologia.

Palavras-chave: Neoplasias da glandula tireoide. Carcinoma papilifero da tireoide.
Sequenciamento de Nova Geragdo. Proteinas proto-oncogénicas B-raf. Mutagdo. Mutagao
Puntual.



Von Ammon JL. Clinicopathological aspects and multigene panel in follicular cell-derived
thyroid carcinoma [dissertation]. Salvador: Postgraduate Program in Interactive Processes of
Organs and Systems, Institute of Health Sciences, Federal University of Bahia; 2022. 90 p.

ABSTRACT

Introduction: Follicular cell-derived thyroid carcinoma (FCDTC) constitutes the majority of
thyroid neoplasms, accounting for almost 90% of cases. The tumor molecular profile analysis,
through the technique of next generation sequencing (NGS), has been essential for the
tracking of actionable mutations in cancer and, consequently, in the identification of cases that
may evolve to a more aggressive behavior of the disease. The clinical management of FCDTC
has evolved due to a better understanding of the impacts of genetic alterations reported on the
main gene drivers involved in the hyperactivation of the MAPK and PI3K-AKT pathways.
However, the clinicopathological correlation of these genetic alterations is still poorly
understood, especially in patients from Latin America. Objectives: To correlate
clinicopathological aspects of FCDTC in adult patients with mutations through a customized
multigenic panel. Material and Methods: Retrospective, cross-sectional, unicentric study,
involving 100 adult patients diagnosed with FCDTC, between 2010 and 2019, at Hospital
Aristides Maltez in Salvador, Bahia. The anatomopathological data were reviewed by a
pathologist. Paraffinized tumor DNA was extracted with the ReliaPrep™ FFPE gDNA
Miniprep System (Promega, USA). Genotyping of target genomic regions (KRAS, NRAS,
BRAF, EGFR and PIK3CA) was performed using the customized Ampliseq panel and
sequencing performed on the iSeq™ 100 platform (Illumina®, USA). Bioinformatics
analyzes were performed on the cloud-based Varstation™ platform. Results: After
performing the NGS technique, 54/100 (54%) presented satisfactory results, and 46/100
(46%) samples presented inconclusive results. Through our customized mutational panel,
31/54 (57%) of the samples had mutations in the analyzed genes, 83% of classic papillary
subtype (CPTC), mean age of 34 years, 83% female, and mean tumor size of 2.21 cm. 23/54
(42.6%) did not present any mutation (wild). Mutations in the BRAF gene were the most
frequent (>58% of the mutations found), most of them present in CPTC. 10/54 (18%) samples
had the BRAFV®°E mutation, and surprisingly, we found 7 BRAFNO-V69E mutations not yet
described in FCDTC (G464E, G464R, G466E, S467L, G469E, G596D and the T5991fs*10
deletion) and the BRAF**%Y mutation previously reported. BRAF9*E and BRAF®P were
detected in two cribform morular CT cases, BRAFC*E  BRAFCG4F  BRAFG44R and
BRAF™%Y were present in CPTC, the BRAFT*15*10 deletion observed in a solid variant of
CPT, and BRAF>*" was present in one case of an infiltrative follicular variant from CPT and
CPTC; all samples with absence of extrathyroidal extension (ETE). Mutations in the EGFR
gene were found in 16/54 (29%) of the tumor samples, all of the CPTC subtype, and in the
RAS genes (KRAS and NRAS), 8/54 (14%) mutations were found. No mutations were found in
the PIK3CA gene. Interestingly, 12 samples had multiple mutations: 3 (BRAF"*""/EGFR), 3
(BRAFNO-V$Y/EGFR), 2 (BRAF"%/BRAFNO760%), 3 (BRAF/RAS), with 1 CPTC sample with
4cm and ETE present presented three mutations simultaneously in the KRASP!'N, NRASQ6!*
and EGFRU80RE™26 genes. Conclusion: In this study, no significant association was found
between FCDTC and BRAF"%%% KRAS, NRAS and EGFR mutations. However, the BRAFN°-
VE0OE yariants were significantly evident and associated with a lower risk of ETE. The findings
of this study bring the relevance of carrying out a multigene panel by NGS in cases of



FCDTC, with the purpose of expanding knowledge about the frequency and impacts of
genetic alterations associated with this pathology.

Keywords: Thyroid Neoplasms. Papillary thyroid carcinoma. Next-generation sequencing.
Proto-oncogene Proteins B-raf. Mutation. Point Mutation.
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1 INTRODUCAO

O cancer de tireoide (CT) ¢ a neoplasia endocrina mais frequente, correspondendo por
aproximadamente 3% de todos os diagnosticos de cancer em todo o mundo. A taxa de
incidéncia global é 3 vezes maior em mulheres do que em homens'2. No Brasil, a estimativa
para novos casos de cancer de tireoide no ano de 2023 ¢ de 16.660 casos, sendo desses,

14.160 casos em mulheres?.

O carcinoma de tireoide derivado de células foliculares (CTDCF) corresponde a,
aproximadamente, 90% dos casos de neoplasias da tireoide, sendo desses, 80-85% dos casos
de carcinoma papilifero da tireoide (CPT)*!3. Geralmente, o CPT ¢ clinicamente indolente,
compativel com seu genoma simples, que apresenta poucas alteragdes no namero de copias®.
Embora tenha uma alta incidéncia, possui taxas de sobrevida global excedendo 90%*%!1:14,
Apesar da maioria dos CPTs serem bem diferenciados e com baixa taxa de invasdo local,
recidiva ou metéstases (regionais ou distantes), existe um subgrupo de tumores que

apresentam uma heterogeneidade genética com variantes mais agressivas, podendo tornar o

cancer de tireoide mais invasivo e letal®.

A maioria das mutagdes que impulsionam a tumorigénese da tireoide envolvem os
efetores das vias MAPK ou PI3K-AKT, que resultam em uma desregulacdo do crescimento
celular e diferenciagdo. As alteragdes genéticas que afetam essas vias codificam receptor de
tirosina quinase da membrana celular RET, NTRKI e os transdutores de sinal intracelular

BRAF e RAS. Essas mutagdes ocorrem em, aproximadamente, 70% dos casos de CPT 15-2¢,

A mutacdo somatica de maior evidéncia no cancer de tireoide encontra-se no gene
BRAF, que resulta em uma transversao de timina para adenina no nucleotideo 1799 (T1799A),
levando a uma substituicdo de valina por acido glutdmico no residuo 600 da proteina
(V600E)*”*. Essa variante ¢ bastante evidente em CPT, com uma frequéncia em torno de

45% dos casos*!>30-32, H4 outras mutagdes no gene BRAF que estdo envolvidas no CTDCF,

FN 0-V600E

as mutagdes BRA , porém sdo necessarios mais estudos para melhor classifica-las e

correlaciona-las aos aspectos clinico-patologicos. A mutagdo BRAF""E foi associada em

8,20,25,28,33-40

alguns estudos com estagios mais avangados do tumor, comportamento biologico

de maior invasividade, com maior risco de metastase e recorréncia de doenga, além de

mostrar reduzida resposta ao tratamento com radioiodo, no entanto outros estudos*'#
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relataram resultados controversos a essa associagdo da mutagdo BRAF"*"E com gravidade da

doenga.

Outras mutacdes bastante frequentes em tumores da tireoide sdo nos genes KRAS,
HRAS e NRAS. Com prevaléncia de 10-20% em CPT, 40-50% em CFT e 20-40% em
carcinomas pouco diferenciados e anaplasicos. Sao mais comuns as mutagdes do cédon 12,13
e 61 do gene NRAS e do codon 61 do HRAS!!82° Além disso, sabe-se que as mutagdes
RAS podem predispor canceres bem diferenciados a desdiferenciacdo e transformacao
anapléasical>, também oferecendo comportamento biologico mais agressivo, com maior

probabilidade de metastases a distancia e desfecho clinico desfavoravel!644-48,

O receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) pertence a familia ErbB de
receptores tirosina quinases (RTK), e a hiperatividade ou supressdo do gene EGFR, causada
por mutacdes ativadoras, tem sido reportada em diferentes tipos de céncer, inclusive no
CT3**#, No CTDCF, o gene EGFR ¢ determinante no crescimento ¢ na disseminagio das
células tumorais, € se expressa mais nos casos mais agressivos®’. Assim como as mutagdes no
gene EGFR, as mutagdes no gene PIK3C4 em CTDCF também estdo relacionadas aos casos
mais graves da doenga, podendo coexistir com as mutagdes RAS ou BRAF nesses canceres e

sendo consideradas raras as mutagdes deste gene em CPT e CFT>!-2,

A compreensdo dos mecanismos moleculares na carcinogénese ¢ de extrema importancia
para diagndsticos precisos e terapias personalizadas. O sequenciamento de nova geracdo
(NGS) ¢ a tecnologia padrdo ouro para as andlises simultaneas de genes de interesse,
possibilitando, assim, melhor avaliagdo do cancer e uma abordagem terapéutica

especializada!®3-53,

Este estudo visa investigar um painel multigénico customizado para detectar mutagdes
em drivers oncogénicos e correlacionar seu resultado com aspectos clinico-patologicos e das
amostras tumorais de CTDCF de pacientes adultos atendidos no maior hospital de referéncia
oncoldgico do estado da Bahia. Usando técnica de sequenciamento de nova geragdo (NGS),
considerada padrao ouro, pretendemos fazer analise multigénica, englobando: BRAF, KRAS,
NRAS, EGFR e PI3KCA, genes considerados importantes na oncogénese da tireoide e de
outros tumores so6lidos, conhecidamente envolvidos na hiperativacdo das vias MAPK e PI3K-
AKT**!, Este estudo pretende, de forma inédita no estado da Bahia, avangar no conceito de

medicina personalizada no manejo de pacientes com CTDCF atendidos no Sistema Unico de
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Saude (SUS), com potencial para explorar a existéncia de novas alteracdes genéticas

peculiares da populacdo do estado e correlaciona-las com aspectos clinico-patolégicos.



21

2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o status mutacional, através de painel multigénico customizado, de 100 amostras
tumorais de carcinoma de tireoide derivado de células foliculares em pacientes adultos

atendidos no Hospital Aristides Maltez (HAM).

2.2 ESPECIFICOS

e Correlacionar aspectos clinico-patologicos com mutagdes eventualmente encontradas;

e [dentificar novas mutagdes relacionadas com CTDCF;

e Estabelecer a associagdo de novas mutacdes encontradas e as menos estudadas, com os
aspectos clinico-patolégicos, como idade, sexo, tamanho tumoral, ocorréncia de

metastases em linfonodos cervicais e subtipo histologico nos casos de CTDCEF.



22

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DE TIREOIDE

O cancer de tireoide (CT) ¢ responsavel por 586.000 casos em todo o mundo,
ocupando o 9° lugar em incidéncia no ano de 2020. A taxa de incidéncia global é 3 vezes
maior em mulheres do que em homens!>>1%1256 (Figura 1). De acordo com o INCA (2022)?,
o numero de casos novos de cancer de tireoide estimados para o Brasil, para cada ano do
triénio 2023-2025, serd de 2.500 casos novos em homens e de 14.160 em mulheres, ocupando

o 5° lugar de cancer mais frequente em mulheres no Brasil (Figura 2).

Desde a década de 1970, a incidéncia do CT tem aumentado em todo o mundo, alguns
estudos apontam que esse aumento esta relacionado ao sobrediagnostico!>1%°7-3% devido a
ampla utilizacdo de exames de imagem (ultrassonografia) na rotina, e outros estudos

acreditam ser por motivos multifatoriais, como estilo de vida e fatores ambientais!®>°,

Os principais fatores de risco para desenvolvimento CT sdo: histéria de exposicdo a

radiagdo, radioterapia em baixas doses (principalmente na infancia), histéria familiar de

cancer de tireoide e dieta pobre em iodo, ter historico de bocio e obesidade!-1%-20-6.60,
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Figura 1- Taxas de incidéncia de CT padronizadas por idade, regido e sexo em 2020. As taxas sdo
mostradas em ordem decrescente.

INCIDENCIA GLOBAL DO CANCER DE TIREOIDE

América do Norte 18.4
Australia/Nova Zelandia . 15.3
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Norte da Europa
América Central
Europa Oriental
Micronésia/Polinésia
Sudeste Asiatico
Melanésia

Caribe

Africa do Norte
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Sul da Asia Central
Africa do Sul
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Africa Ocidental

18.5

T T T
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TAXA DE INCIDENCIA PADRONIZADA POR IDADE POR 100.000

| Homens _ Mulheres
Fonte: adaptada de Sung et al.! (2021)

Figura 2- Distribuicao proporcional dos dez tipos de cincer mais incidentes estimados para 2023 por
sexo, exceto pele ndo melanoma

Localizagao primaria Casos % Localizagao primaria Casos %
Prostata 71730 30,0% Mama feminina 73610 30.1%
Colon e Reto 21970 9.2% Homens Mulheres Colon e Reto 23.660 9.7%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 18.020 75% “ : Colo do utero 17.010 7.0%
Estémago 13.340 56% ,~7 “ Traqueia, Bronquio e Pulmao 14540 6,0%
Cavidade Oral 10.900 4,6% ‘\ } Glandula Tireoide 14160 5,8%
Esofago 8200  34% | ) Estomago 8140  33%
Bexiga 7870 33% ‘V‘ \‘ Corpo do utero 7.840 3.2%
Laringe 6570  27% “\‘ ‘5‘ Ovario 7310  3.0%
Linfoma ndo Hodgkin 6.420 27% B Pancreas 5.690 2.3%
Figado 6.390 27% Linfoma nao Hodgkin 5620 2.3%

‘Numeros arredondados para multiplos de 10

Fonte: INCA3 (2022)
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3.2 ASPECTOS CLINICO-PATOLOGICOS DO CTDCF

As neoplasias malignas da tireoide desenvolvem-se a partir de dois tipos de células
diferentes na glandula tireoide: células foliculares e células parafoliculares (C). As células
foliculares sdo células epiteliais responsaveis pela sintese de hormonios tireoidianos e pela
captagdo de iodo, € 90% dos carcinomas da tireoide sdo derivados das células foliculares. As
células parafoliculares (C) produzem e secretam calcitonina e geram 3-5% dos carcinomas

medulares da tircoide (CMT)®14.26.61-62,

Os CTDCEFs sao classificados de acordo com os critérios implementados na 5 edig@o
da classificagio da Organizagio Mundial da Saade (OMS)® 2022, como: carcinoma
papilifero da tireoide (CPT), composto por muitos subtipos morfoldgicos, carcinoma
papilifero variante folicular encapsulado invasivo (CPVFEI), carcinoma folicular da tireoide
(CFT), carcinoma oncocitico da tireoide (COT), carcinomas derivados de foliculos de alto
grau (CDFAG) que incluem o carcinoma diferenciado de tireoide de alto grau (CDTAG) e
carcinoma de tireoide pouco diferenciado (CTPD) e, por fim, o carcinoma de tireoide

derivado de células foliculares anapléasicas (CTDCFA).

O tipo histologico mais frequente das neoplasias malignas derivadas de células
foliculares ¢ o CPT, tanto na populagdo adulta quanto na pediatrica, representando em torno
de 80% dos casos, seguido do CFT, que representa aproximadamente 15%?> 781118203741 'Qg
CPTs sdo diagnosticados principalmente com base na morfologia nuclear, nlicleos grandes
que apresentam cromatina hipodensa e citoplasma finamente granular, e sdo ainda
subclassificados morfologicamente e arquitetonicamente com certos subtipos correlacionados
com uma biologia agressiva; em combina¢do com muta¢des genéticas especificas®?43352:56 A
invasdo em tecidos extratireoidianos e invasdo vascular extensa sdo atribuidas ao

comportamento agressivo do CPT!!.

O CFT ¢ considerado mais agressivo € com pior prognostico quando comparado ao
CPT, apresenta lesdes bem encapsuladas que exibem fibrose, hemorragia e areas cisticas.
Enquanto o CPT metastatiza com frequéncia os linfonodos regionais e pode mostrar maior
incidéncia de extensdo extratireoidiana para 6rgaos adjacentes, ¢ mais provavel que o CFT se
dissemine por via hematogénica para Orgdos mais distantes, como pulmdo, osso e

cérebro! 14436,



25

Geralmente, o CPT possui um excelente prognostico, com taxas de sobrevida em 10
anos superiores a 90% e 95%%39223341  Apesar disso, uma parcela de 20% e 10% dos
pacientes desenvolvem recorréncias locorregionais e metastases a distidncia, e geralmente sdo
refratdrias a terapia com radioiodo (RAI) e cirurgicamente irressecaveis, com sobrevida

global de 3 anos inferior a 50%2%%*,

3.3 ASPECTOS MOLECULARES DA ONCOGENESE DO CTDCF

A ativacdo da via MAPK ¢ desencadeada através de estimulos externos, como fatores de
crescimento e mitégenos, que se ligam aos receptores da membrana plasmatica e induzem a
dimerizacdo do receptor e sua autofosforilagdo de residuos que sdo reconhecidos pelas
proteinas adaptadoras. O controle da ativacdo da via ¢ realizado em varios niveis pela
regulacdo de feedback positivo e negativo, que regula a duracdo e amplitude dos sinais, e por

diversas proteinas adaptadoras que definem a localizagéo subcelular do niicleo das quinases®?.

Especificamente, a via MAPK utiliza uma série de proteinas quinases para transmitir
sinais da membrana celular para o nucleo, sendo responsavel por controlar uma variedade de
processos celulares essenciais, como proliferacdo, diferenciagcdo, motilidade e apoptose. A sua
hiperativacdo estd associada a varias patologias, incluindo cancer. Aproximadamente, 70%
dos CTDCEF sio causados por mutagdes que ativam essa via!®*1:92, A tumorigénese da tireoide
envolve a ativagdo das vias de sinaliza¢do da proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK)
e fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K) /transformag¢do de Akstrain (AKT) 244!, que resultam em
uma desregulagdo do crescimento celular e diferenciagdo!'®>. A ativagdo de MAPK ¢
importante para a iniciacdo do tumor, e a via de sinalizagdo PI3K/AKT ¢ necessaria para a

progressio e desdiferenciagdo do cancer de tireoide'® (figura 3).
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Figura 3- Vias MAPK e AKT no céancer de tireoide. Visdo geral esquematizada das vias de proteina
quinase ativada por mitégeno (MAPK) e AKT, no estado fisiologico (esquerda) e neoplasico (direita). Apos
a ativacdo dos receptores de tirosinas quinases (RTKs; incluindo RET e TRK1/3) através de ligantes
extracelulares, os RTKs dimerizam e ativam a via MAPK, pela ativagdo de proteinas RAS e também
estimulam a cascata PI3K-AKT, através de PIK3. Ambas as vias estimulam a proliferacdo, angiogénese e
migracdo de células. No cancer de tireoide (a direita), varios genes de fusdo ou muta¢des simulam a
ativacdo fisiologica dos RTKSs, levando a sinalizagdo constitutivamente ativa de MAPK e PI3K-AKT,
mesmo na auséncia de ligantes extracelulares. As fusdes RET e NTRK1/3 (estrelas amarelas), ativando as
mutag¢des PIK3CA, AKT, RAS e BRAF (estrela verde), bem como as mutagdes deletérias do PTEN (estrela
vermelha), sdo destacadas.

Aberragoes genéticas das vias MAPK e AKT em
carcinoma de tireoide derivado de células foliculares

Ativacgao fisioldgica da via MAPK e AKT

©)

1 ERK

Proliferagdo  Angiogénese Migragdo

Fonte: adaptada de Baloch et al.®’(2022)

Assim como a via MAPK, a via PI3K também ¢ composta por um grande grupo de
proteinas conservadas que controlam uma série de processos celulares, sendo uma das
principais vias de sinalizagdo em diversos tipos de cancer. No ambiente tumoral, a via PI3K-
AKT desempenha papéis essenciais no funcionamento da angiogénese e no recrutamento de
fatores inflamatorios®. No CTDCF, mutagdes nessa via estdo associadas a progressio para

carcinomas mais avangados e indiferenciados!’*+62,
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Multiplos genes estdo envolvidos no desenvolvimento do CTDCF, no qual apresentam
alteragdes através de dois principais mecanismos moleculares distintos: muta¢do pontual e
rearranjo cromossomico. A mutagdo pontual ¢ resultado de uma alteragdo em um unico
nucleotideo dentro da cadeia de DNA, enquanto o rearranjo cromossdmico apresenta uma
alteracdo em grande escala, com quebra e fusdo de partes do mesmo ou de diferentes
cromossomos!®>. Os genes mutados que afetam essas vias codificam as tirosinas quinases
receptoras de membrana celular RET e NTRKI e os transdutores de sinal intracelular BRAF e
RAS>'%20 Aproximadamente, 90% destas mutagdes sdo mutuamente exclusivas e apresentam
uma frequéncia alta de, aproximadamente, 70% em CPT®. Em CFT, além de mutagdes no

gene RAS, outro evento relativamente comum € rearranjo PAX8/PPARy!>16:18.2629,

De acordo com as classificagdes do The Cancer Genome Atlas (TCGA) ®, as principais
alteracdes genéticas nos CTDCFs vém sendo subclassificadas em duas principais classes
geralmente mutuamente exclusivas: (i) as mutagdes tipo RAS (também conhecidas como RAS-
like), em tumores com padrdo de crescimento expansivo e atipia nuclear discreta, se
assemelhando mais aos CFTs; (ii) mutacdes tipo BRAF (BRAF-like) dando origem a tumores
mais infiltrativos, com atipia nuclear evidente, assemelhando-se mais aos CPTs®. Porém, a
coexisténcia de multiplas alteragdes genéticas dos componentes da via MAPK também podem

ocorrer, por exemplo, pela presenca simultdnea da mutagio BRAFV60OE

, mutagdes RAS e
RET-PTC em CPTs agressivos e carcinoma anaplasico®®®”. E possivel que, diante de um
cenario de progressdo tumoral do CTDCF, exista o acumulo progressivo de multiplas

alteragdes genéticas, que contribuem para amplificar sua oncogenicidade>!->>68,

A mutacdo pontual com maior prevaléncia em CPT encontra-se no gene BRAF, que
resulta em uma transversao de timina para adenina no nucleotideo 1799 (T1799A), levando a
uma substitui¢do de valina por 4cido glutdmico no residuo 600 da proteina (V600E)?°%’, Essa
variante ¢ bastante evidente em CPT, com uma frequéncia em torno de 45% dos
casos® 1318212551 ' A mutagdo BRAF"5F esta bastante associada a uma maior ativagdo da via
MAPK, do que outras alteragdes (mutagdes RAS ou rearranjos RET, por exemplo), devido a
auséncia de resposta aos sinais de feedback negativo mediados por ERK®*%¢. Ha as classes de
mutagdes BRAFNO-V que, embora sejam mais frequentes em outros canceres, também ja

foram relatas em CTDCF!3:69:70

Outras mutagdes bastante recorrentes sao no gene RAS, com prevaléncia de 10-20% em
CPT e de 40-50% em CFT!>1835 Muta¢des envolvendo os efetores da via PI3BK-AKT, como

PIK3CA, AKTI e PTEN, s3o encontradas com menos frequéncia em CPT, com uma



28

prevaléncia de 3% de mutagdes PIK3CA'>2*31, A ativagdo das mutagdes PIK3CA é um evento
precoce mais evidente no cancer de mama e célon®. Porém, os CFTs normalmente
apresentam mutacdes em genes relacionados a via de sinalizagdo AKT, com alteracdes
deletérias de PTEN, mutacdes de ativagdo de PIK3CA e ganho de numero de copias de
PIK3CA. Como na via PI3K-AKT, o PTEN regula negativamente a ativagdo mediada por

PI3K, essas mutagdes levam ao aumento da sinalizagdo de AKT e tumorigénese®’.

Outros aspectos, sobretudo relacionados ao microambiente e angiogénese tumoral,
também sdo cruciais para a patogenicidade tumoral®®. Por exemplo, o receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR) pertence a familia ErbB de receptores tirosina quinases
(RTK), e este gene ¢ determinante no crescimento e na dissemina¢cdo do CT, estando
fortemente expresso no CT agressivo>’. Suas mutagdes contribuem para a ativagdo de RET e
estdo associadas a uma maior probabilidade de metéstases linfonodais no CPT>%’!, Na tabela
abaixo (Tabela 1), é possivel visualizar a frequéncia e o impacto funcional relacionado ao
comportamento biologico do tumor, das mutagdes nos genes avaliados no nosso painel

multigénico customizado.

Tabela 1- Mutagdes dos genes BRAF, RAS, PIK3CA e EGFR no CTDCF e seu respectivo impacto
funcional no comportamento bioldgico do tumor

Genes Preva_lénc;a _Vi?_s de Impacto funcional na
(%) afetadas proteina e no tumor
BRAF CPT 61,7 AtivarN; promover tumorigéljesg,
MAPK invasao, metastase, recorréncia
CFT 1,7 e mortalidade.
CPT 10-20 MAPK e Ativar; promover tumorigénese,
i do e metastase.
RAS a3 3045 PI3K/AKT invasao e
CPT 1-3 Ativando; promovendo
PI3KCA CFT 5-15 PI3K/AKT tumorigénese e invasividade.
CPT 30,4 MAPK e Ativagdo; o impacto nos tumores
EGFR CFT - PI3K/AKT nao esta claro.

Fonte: Prete et al."* (2020); Xing *° (2015); Masago et al.”? (2009).
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3.3.1 Mutacoes no gene RAS em CTDCF

O gene homologo de oncogenes virais de sarcoma de rato (RAS) € um proto-oncogene
e possui trés isoformas: NRAS, HRAS e KRAS, que sdo expressas em diferentes niveis, em
diversos tipos de tecidos*®. As proteinas RAS atuam ativamente nas cascatas de sinaliza¢do
das vias MAPK e PI3K/AKT/mTOR, e estdo envolvidas oncogenicamente em diversos tipos de
cancer humano, inclusive no CTDCF?**73. Os tumores de tireoide com status RAS-mutado
(mutagdes RAS-like) mostram, em especial, superativagdo da via PI3K-AKT**. As proteinas
RAS sdo GTPases da membrana plasmaética ativadas por receptores de fator de crescimento,
tirosina quinases ndo receptoras €, em menor propor¢ao, por receptores acoplados a proteina

G, levando a ativagdo de vias efetoras a jusante!#21:2452,

Como o RAS regula diversos processos fisioldgicos importantes, como o crescimento
celular, a diferenciagdo, a morte celular apoptdtica, o estresse oxidativo, a resposta ao dano ao
DNA, a adesdo, os rearranjos do citoesqueleto e a motilidade celular, a sua ativagdo pode ser

crucial para a proliferagdo e sobrevivéncia da célula tumoral’

. As mutagdes pontuais no
dominio de ligagdo GTP (codons 12 e 13) ou no dominio GTPase (cédon 61) causam a
substitui¢do de certos residuos de proteinas que afetam a atividade da GTPase, bloqueando o
p2IRAS na forma ativada e iniciando o desenvolvimento do tumor?**¥(Figura 4). Sio
exatamente as mutagdes nos codons 12, 13 e 61 as alteracdes mais encontradas no gene
RAS'421:2962 Por exemplo, as mutagdes no coddon 61 do NRAS e HRAS sdo encontradas em
10-20% dos CPTs, 40-50% dos CFTs e 20-40% dos carcinomas pouco diferenciados e

anaplasicos!'>!820:35 Classicamente, os tumores com padrio folicular, como o CFT e CPVFT,

abrigam mais mutag¢des nos genes RAS%.
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Figura 4- Mutagdes RAS no CTDCF. No tecido tireoidiano normal, as proteinas RAS mediam a
ativagdo dos receptores de tirosina quinase (esquerda). As formas mutantes de RAS (mutRAS) sdo
ativas na auséncia de estimulos extracelulares e sdo capazes de ativar as vias MAPK e PI3K, essa
ultima com maior forga (direita). Como nao ha inibidores usados para direcionar diretamente o RAS, a
figura mostra os pequenos inibidores de quinase que visam o efetor MEK a jusante em caixas
tracejadas. As setas indicam a ativagdo (—) e as linhas truncadas, inativacdo (), a seta dupla indica
um estado reversivel (2). As setas vermelhas indicam fluxo aumentado.

Tireoide normal
eoide no Fatores de CTDCF
crescimento
1 Receptor
Tirosina
[ Quinase
N>H>KRAS
=@
N BRAF

'4
 PI3K_
\
3

00

Proliferacao
Sobrevivéncia
Predisposi¢cao para malignidade

Fonte: adaptada de Zaballos, Santisteban® (2017).

Interessantemente, mutagdes no gene RAS também sdo encontradas em até 33% de
adenomas foliculares benignos da tireoide, sugerindo a hipotese de que os adenomas
foliculares com status RAS-mutados podem servir como percursores de carcinomas*!’, No
entanto, alguns estudos realizados em modelos experimentais animais apontaram que
mutacdes no gene RAS podem predispor cancer bem diferenciado de tireoide a

desdiferenciacdo e transformagdo anaplasica!>2443-50.73,

Do ponto de vista clinico-patoldgico, a mutacdo no gene RAS nos casos de CTDCF
pode estar associada a um comportamento tumoral mais agressivo, com maior chance de
metastases a distdncia, perda de diferenciacdo tumoral, maior tamanho tumoral, invasdo
vascular e pior desfecho clinico?®*4, Além disso, estudos anteriores apontaram que o gene
RAS-mutado determina a instabilidade cromossdmica, e isso pode estar relacionado com

desdiferenciagdo tumoral no CT”3, porém essa associagdo com gravidade da doenga ainda ¢
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controversa, pois outros estudos defendem que as mutagdes RAS isoladamente ndo sdo

consideradas um fator de risco para pior prognéstico, enquanto sua coexisténcia com

mutagdes adicionais esta associada a pior evolugao®®>73,

Mesmo nao existindo um inibidor direcionavel para o RAS, ha os inibidores de quinases

que possuem como alvo os efetores a jusante MEK e BRAF, que tém sido utilizados contra

células tumorais com status RAS-mutado em outros estudos’. Abaixo, segue a tabela 2 com

as principais variantes do gene RAS encontradas em CTDCEF.

Tabela 2- Mutacdes nos genes RAS descritas em CTDCF.

GENES .
MUTADOS CODIFICACAO
c.35G>A
c.35G>T
c.34G>A
KRAS
c.38G>A
c.37G>T
c.34G>C
c.182A>G
HRAS
c.181C>A
c.35G>A
NRAS c.38G>A

PROTEINA
HGVS

G12D
(p.Gly12Asp)

GI12V
(p.Gly12Val)

G128
(p.Gly12Ser)

G13D
(p.Gly13Asp

G13C
(p.Gly13Cys)

G12R
(p.Gly12Arg)

Q61R
(p-GIn61Arg)
Q61K
(p-GIn61Lys)

G12D
(p.Gly12Asp)

G13D
(p.Gly13Asp)

OMIM

190070.0025

190070.0026

190070.0007

190070.0003

190070.0023

190020.0019

190020.0002

164790.0007

164790.0003

CLINVARID

12582

12583

12584

12580

45123

375961

160364

12601

39648

13901

REFERENCIAS

Radkay et al.”> (2014)
e Al-Salam et
al.’%(2020)
Radkay et al.”
(2014) e Al-Salam et
al. 6 2020)
Radkay et al.”
(2014) e Al-Salam et
al. 6 (2020)
Radkay et
al.’>(2014) e Al-
Salam et al.”® (2020)
Radkay et al.”
(2014) e Al-Salam et
al. 6 (2020)
Schulten et al.*®
(2013)

Schulten et al.*®
(2013)
Povoa et al.?® (2021)

Schulten et al.*®
(2013)

Nikiforov, Nikiforova
15(2011)

Nikiforov, Nikiforova
15(2011)
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c.181C>A Q61K 164790.0008 73058 Schulten et al.*®
(p.GIn61Lys) (2013)
c.182A>G Q61R 164790.0002 13900 Volante et al.*¢ (2009)
(p.GIn61Arg) Schulten et al.*®
(2013)
Povoa et al.?3 202D
Nikiforov,

Nikiforova!® (2011)

3.3.2 Mutacoes no gene BRAF em CTDCF

RAF ¢ uma serina-treonina quinase, localizada no cromossomo 7 e possui trés
isoformas: ARAF, BRAF ¢ CRAF (RAFI1)***38, que compartilham trés regides altamente
conservadas conhecidas como CR1, CR2 ¢ CR3*2. Entre esses, 0 BRAF possui a atividade
basal mais forte e desempenha um papel essencial na regulacdo da via de sinalizagdo
RAS/RAF/MEK/ERK®*4 O RAS ativa diferencialmente essas isoformas, iniciando a
ativacdo a jusante dos efetores da via MAPK?*. A ativa¢do de RAF leva a uma cascata de
ativagdo de quinase de MEKI/2 a ERKI/2. A ERK fosforilada ¢ uma quinase que pode
estimular varios fatores de transcri¢do (por exemplo, FRA e RSK)?!:283738 A propria ERK
regula transcricionalmente genes envolvidos em uma variedade de processos celulares,

incluindo prolifera¢do e sobrevivéncia celular®?,

A isoforma BRAF encontra-se predominante nas células foliculares da tireoide®. E, no
carcinoma de tireoide, 0 BRAF pode ser ativado por mutagdes pontuais, pequenas delegdes ou
inser¢des ou rearranjo cromossOmico. Sendo o mecanismo mais comum a ativagdo por
mutacao pontual nos éxons 11 e 15, em especial a mutagdo BRAF V600E, detectada em cerca

de 27-83% dos CPTs, sendo rara em CFT e com menor frequéncia em CPT pediatrico!>2%-2427-

29,31,33,76

As mutagdes pontuais no gene BRAF, envolvendo codons V600 e ndo-V600, foram
funcionalmente caracterizadas, primeiro, por seu potencial oncogénico na transformacdo de
células NIH3T3 e, posteriormente, por sua atividade de quinase intrinseca como sendo alta,
intermediaria ou prejudicada®’. No entanto, estudos recentes apresentaram um esquema de
classificacdo de trés grupos para mutagdes em BRAF, baseado em trés importantes aspectos
bioquimicos e de sinaliza¢do, como: (1) atividade de quinase, (2) dependéncia de RAS e (3)

status de dimerizagdo. A compreensdo da sinalizagdo dessas variantes tem implicagdes
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importantes, principalmente para a previsdo de respostas a terapias-alvo direcionaveis a via

MAPK?377,

Portanto, as mutacdes de classe I sdo funcionalmente independentes da sinalizagdo
RAS e ndo precisam de dimerizagdo para ativar a via ERK a jusante. Possui uma forte
ativagdo da quinase de BRAF e ativagdo caracteristica da via MAPK, s3o, no caso, as
mutacoes VO60OE, ou outras substituigdes de aminoacidos no codon 600 (V600D/E/K/R). As
de classe II sdo as mutacdes nao-V600, representam uma grande variedade de alteragdes,
todas independentes da sinalizagdo RAS, mas necessitam de dimerizacdo para ativar MEK-
ERK a jusante. Também possui uma alta atividade de quinase, mas com menor envolvimento
da via MAPK em relacao as Mut-V600, sao essas as (G464E/V/R, G469A/V/S, L597Q/R/S/V
e muitas outras). Por fim, as de classe III possuem atividade quinase menor e dimerizagao
com CRAF. Esse processo de dimeriza¢do ¢ dependente de RAS e frequentemente coexistem

com mutagdes genéticas adicionais ou ativagdo de mutagdes de RAS®>"7.

No CPT, as mutag¢des no gene BRAF sdo majoritariamente da classe I e uma pequena
parcela da classe 11'°*2, Muitos estudos tém mostrado que os CPTs com mutagdes BRAFV60E
apresentam um pior progndstico, maior frequéncia de invasdo extratireoidiana, estadiamento
patologico avangado (TNM), metdstase linfonodal e a distancia, persisténcia e recorréncia
tumoral, e refratarios a RAI!»142533.35-40 31ém de exibirem diminui¢do acentuada da expressdo
de genes necessarios para a biossintese de hormonios tireoidianos, incluindo a peroxidase
tireoidiana, tireoglobulina e simportador de iodeto de sodio (NIS)?1:283136.30-52 (@
comportamento mais agressivo também foi evidenciado em microcarcinomas papilares (CPT

com tamanho tumoral <lcm) com mutagio BRAFV6®

, no qual foram relatados, com
frequéncia, maior prevaléncia de bordas tumorais infiltrativas, desmoplasia/fibrose e/ou
esclerose estromal, metastases linfonodais e extensdo extratireoidiana®!. A presenga da
mutacdo em microcarcinomas também sugere o seu papel no fator de iniciacdo tumoral da

tireoide*+3°.

Foi amplamente comprovado que a mutagdo BRAF também pode causar a expressao
excessiva de muitas moléculas promotoras de tumores, como VEGF e MET. Todos esses
dados fornecem uma base molecular para agressividade e resisténcia ao tratamento

convencional em CPTs associados ao status BRAF-mutado®’.

A baixa resposta ou refratariedade a terapia com RAI, em pacientes com CTDCF

portadores da mutagdo BRAFVOE deve-se, sobretudo, 8 modulagdo do metabolismo do iodo,
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resultando na diminui¢do da capacidade das células neopldsicas em captar o iodo radioativo.
Devido a isso, as terapias-alvo direciondveis trazem uma nova perspectiva para o tratamento
de pacientes com CTDCF localmente avancado ou metastatico com status BRAF-mutado,
através dos inibidores especificos de BRAF ou MEK, como dabrafenibe, vemurafenibe,
trametinibe e selumetinibe. Ja sorafenibe quanto o lenvatinibe, inibidores da via MAPK,
possuem carater de inibicao de multiquinase, com atividade inibitdria do crescimento tumoral,
da progressdo por maior invasividade e de maior angiogénese, além de suprimir os
mecanismos antiapoptédticos das células tumorais (Figura 4). As terapias-alvo de inibidores

especificos estdo apresentando resultados bem promissores?3-243%41,

Figura 5- Mutagdo BRAF'**F no CTDCF. As proteinas RAF sio um dos principais efetores do RAS e
estdo sujeitas a regulagdo negativa no tecido normal. O BRAFY*® oncogénico ativa a via MAPK
independentemente de estimulos extracelulares e ndo requer dimerizagdo. Portanto, ndo ha regulacdo
negativa da dimerizagdo ERK para RAF, induzindo uma forte ativagdo da via (direita). Pequenos
inibidores de quinase contra BRAF sdo mostrados em caixas tracejadas. As setas indicam ativacao
(—) e inativacao de linhas truncadas (). As setas vermelhas indicam fluxo aumentado através da via.
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Fonte: adaptada de Zaballos, Santisteban® (2017).

Devido as grandes implicagdes clinicas negativas do status BRAF-mutado em CDT,

estudos vém relatando a importancia da andlise desse gene como fator prognodstico no
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momento pré-operatorio, através da analise molecular da pungdo aspirativa por agulha fina
(PAAF) ou pos-operatério, pela anélise molecular do tecido tumoral. Porém, alguns estudos**

FY°E n3o deve ser considerada como fator

43 mais recentes demonstraram que a mutagdo BRA
independente de pior progndstico, mas deve ser avaliada em conjunto com outras variaveis
prognosticas, sobretudo, correlacionada com outros pardmetros clinico-patologicos, podendo,
assim, auxiliar na conduta terapéutica especializada e na vigilancia tumoral ativa para

recorréncia ou metastases!’>1:38,

Em decorréncia da maior prevaléncia das mutagdes BRAF classe 1 (V600E) no
carcinoma tireoidiano, grande parte dos estudos sé avaliaram os impactos dessa mutagao,
necessitando de mais estudos referentes aos impactos das mutacdes de classe II e III. Abaixo,

a tabela 3 com as principais variantes encontradas em CTDCEF.

Tabela 3- Mutacdes no gene BRAF descritas em CTDCF

MUTADO

GENE . PROTEINA CLINVAR .
CODIFICACAO HGVS OMIM ID REFERENCIAS
Rossi et al.®’
V600E (2015)
c.1799T>A (p.Val600Glu) 164757.0001 13961 Ozdamar of al.”
(2020)
Haroon Al
K601E Rasheed et al. 2¢
¢I80IA>G (1 1 s601Glu)  164757.0005 13706 (2019)
Afkhami et al.””
BRAF (2016)
c.1795 1796del T599E

1 69
ACinsGA (p.Thr599Glu) ; - Rossi et al.

(2015)
A598V .
c.1793C>T Santarpia et al.!
(p.-Ala598Val) - - (2009)
Cho et al. ”°
c.1794 1796del (p-T599del) - - (2014)

Fonte: elaborado pela autora
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3.3.3 Mutacio no gene PIK3CA em CTDCF

A via PI3K/AKT regula diversos processos celulares fundamentais, incluindo
metabolismo da glicose, sobrevivéncia celular, progressio do ciclo celular, adesdo e
motilidade>?. As proteinas PI3Ks de classe I sdo divididas em quatro isoformas cataliticas,
pl10a, pl10B, p110y e pl110d, e sdo codificadas respectivamente por PIK3CA, PIK3CB,
PIK3CG e PIK3CD%. A sinalizagdo da via ¢ ativada pela ligagdo de RAS as subunidades
cataliticas, das quais PIK3CA (tipo o) e PIK3CB (tipo PB) s@o as subunidades mais expressas
nos tecidos. Nessa via, as mutagdes ativadoras sdo geralmente no gene PIK3CA, e as
mutacdes inativadoras sdo no gene PTEN, essas sdo caracteristicas evidentes em tumores

14,24,55

menos diferenciados . As mutagdes ativadoras em PIK3CA ocorrem em regides

especificas dentro dos éxon 9 e éxon 20, e foram relatadas em CTDCF!7-34,

No CTDCEF, essas mutagdes possuem baixa prevaléncia no CPT e CFT, representando
aproximadamente 3% e 11% de PIK3CA mutado, respectivamente, sendo mais prevalentes
em CTPD e CTDCFA (aproximadamente 25%). Nos CTPD e CTDCFA, as mutagdes
PIK3CA podem também coexistir com mutagdes BRAF"E  sugerindo que a
desdiferenciacdo do CTDCF pode estar relacionada com o acumulo progressivo de mutagdes,
especialmente nos genes que codificam efetores da via PI3K-AKT, que possuem associagdo

com a progressdo tumoral do CTDCF!%-243451.52,

Clinicamente, foram desenvolvidos alguns inibidores para certos efetores da via
PI3K/AKT, como os buparlisibe, pilaralisibe e alpelisibe, que podem ser utilizados
associados com agentes quimioterapicos convencionais para o tratamento de CT

avangado?*%*, Abaixo, a tabela 4 com as principais variantes encontradas em CTDCF.

Tabela 4- Mutacdes no gene PIK3CA descritas em CTDCF

GENE CODIFICACA PROTEINA CLINVAR

MUTADO o HGVS OMIM D REFERENCIAS
c.3140A>T ( H}11 11%277112 ) 171834.000 13653 Theodora Pappa

p-H1S U 2 et al.® (2021)

H1047R

c.3140A>G . 171834.000 13652 Theodora Pappa

PIK3CA (p.His1047Arg) 1 et al 5% (2021)

E545K

c.1633G>A (p.Glus45Lys) 171834.000 13655 Theodora Pappa

3 et al.® (2021)
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3.3.4 Mutacgio no gene EGFR no CTDCF

O receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) pertence a familia ErbB de
receptores tirosina quinases (RTK), que engloba trés proteinas, ErbB-2, ErbB-3 e ErbB-4. O
EGFR e a familia de fator de crescimento peptidico (EGF) tém um papel fundamental na
patogénese e progressdo de diferentes tipos de carcinoma, principalmente o cancer de pulmao,

colon e mama®’,

As mutagdes, regulagdes incorretas ou amplificacdes de EGFR, estdo presentes em
aproximadamente 30% de todos os canceres epiteliais e, no CT, o EGFR participa da
progressdo e invasdo tumoral, além de ser superexpresso no CPT, CFT e CTDCFA’S. A
expressdo da proteina EGFRI ¢ ausente ou leve na tireoide livre de tumor e no CPT, porém,
no CTPD e no CTDCFA, essa proteina ¢ regulada positivamente, sugerindo que a regulacao
positiva da expressdo de EGFRI pode ser um marcador importante para a desdiferenciagdo
dos carcinomas epiteliais de tireoide. A alta expressdo de EGFR no CPT também foi

associada a metéstase linfonodal e pior progndstico™®7!,

Um estudo recente®® relatou uma associagdo entre carcinoma de pulméo (carcinoma
pulmonar de ndo pequenas células) mutados no gene EGFR com CT e historico familiar de
CT. As mutagdes no gene EGFR foram mais prevalentes em pacientes do sexo feminino que
tiveram CT ou com historico familiar de CT, portanto, essa relagdo pode fornecer mais
informagdes sobre a patogénese dessa alteracdo. Em outros estudos, foram relatados o
tratamento de CT avangado com inibidor seletivo de tirosina quinase de EGFR, erlotinibe,

com resposta positiva ao tratamento>®>?,

Mutagdes acionaveis no gene EGFR ja estdo bem classificadas em adenocarcinomas de
pulmao, por exemplo, porém o significado clinico-patoldgico das mutagdes no CTDCF ainda
ndo foi esclarecido totalmente’®. Mais estudos sdo necessarios para avaliar o stafus mutacional

do EGFR e a correlagdo com os parametros clinico-patologicos do CTDCEF.

A maioria dos estudos ndo descreveu quais variantes sdo encontradas no CTDCF, apenas

dois estudos reportaram as variantes encontradas e representadas na Tabela 5.
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Tabela 5- Mutacdes no gene EGFR descritas em CTDCF

GENE . PROTEINA CLINVAR .
MUTADO CODIFICACAO HGVS OMIM ID REFERENCIAS
L858R
16609 Lote H et al.}! (2014)
c.2573T>G (p.Leu§§58Arg 131550.0002 Masago et al.”2 (2009)
E746_A750de
1 72
EGFR c.2235 2249del (p.Glu746 Al - 163343 Masago et al.”# (2009)
a750del)
E746 _A750de
1 72
c.2236_2250del (p.Glu746 Al - 177620 Masago et al.”# (2009)
a750del)

Fonte: elaborado pela autora

3.4 DIAGNOSTICO MOLECULAR NO CTDCF

Nos ultimos dez anos, a compreensao dos mecanismos moleculares que ocorrem na
patogénese do cancer de tireoide aumentou consideravelmente, destacando o papel essencial
de determinadas sinalizacdes das vias MAPK e PI3K-AKT envolvidas na iniciacdo e
progressio do CTDCF3*#°!.0s testes moleculares tém uma grande importancia, podendo ser
usado para fins diagnosticos, preditivos e prognosticos; o conhecimento molecular tumoral
vem auxiliando muito no desenvolvimento de terapias-alvo direcionaveis, promovendo a
inibicdo dos principais agentes regulatorios dessas vias, e assim, possibilitando novas

estratégias terapéuticas®!>-243462,

O uso de marcadores moleculares como diagndstico em andlise de amostras de
tircoide PAAF vem sendo bastante discutido, principalmente nos casos de classificacao
indeterminada na citologia®, visto que a concordancia das amostras de PAAF da tireoide que
apresentaram a mutagio BRAFYVOE e foram classificadas posteriormente no
anatomopatoldgico como CPT foi de (99,3%). Além disso, o diagndstico prévio pode auxiliar
no manejo cirurgico, entre a decisio da tireoidectomia ou lobectomia!>!”-82, Enquanto no pos-
operatorio, a analise do perfil molecular proporciona a estratificagdo de risco e na
identificacdo de mutacdes aciondveis em caso de progressdo da doenga com resisténcia a

terapia®’.
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Mais estudos sdo necessdrios para desvendar os fatores etiologicos que levam a
mutagdes pontuais em tumores de tireoide e a uma melhor compressao genética molecular do
CTDCEF. Os avangos nos testes moleculares, como a tecnologia de sequenciamento de nova
geracdo, trazem maior especificidade e sensibilidade as andlises, possibilitando resultados

mais robustos e novas descobertas na genética molecular do CT!>:17:26:34.52,

3.4.1 Sequenciamento de Nova Geraciao (SNG)

O sequenciamento de nova geragdo ou Next-Generation Sequencing (NGS) oferece
sequenciamento simultaneo de milhares a milhdes de sequéncias curtas de nucleotideos de
maneira massivamente paralela, detectando multiplas alteracdes genéticas presentes em uma
determinada molécula de DNA ou RNA de forma rapida e eficaz!®. A tecnologia realiza a
analise de centenas de genes simultaneamente, através de painéis genéticos direcionados a
regides especificas ou até mesmo sequenciamento do genoma, exoma e transcriptoma
completo, oferecendo bastante vantagem em relacdo as técnicas anteriores, nas quais analisam

um gene por vez, ou apenas uma Unica regido codificante de um gene!”-1%3,

A preparagdo técnica para realizagdo do NGS consiste na constru¢do de uma biblioteca
de acidos nucleicos (DNA ou DNA complementar, cDNA), ligadas as sequéncias adaptadoras
(oligonucleotideos sintéticos), seguido de uma ou duas etapas de amplificacdo através da
reacdo em cadeia da polimerase PCR (polymerase chain reaction) e, por fim, o
sequenciamento. Apds a finalizacdo do sequenciamento, os dados brutos gerados devem
passar por uma série de andlises de bioinformética para mapear os dados de interesse e
remover leituras de baixa qualidade e artefatos®3#*, O fluxo de um teste de NGS pode ser

visualizado abaixo (Figura 6).
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Figura 6- Fluxo de um teste de painel de genes baseado em sequenciamento de nova geracao (NGS)
utilizando tecido fixado em formalina e incorporado em parafina (FFPE). A preparacdo e preservagdo
do tecido FFPE ¢ a primeira etapa do teste do painel, seguida pela extracdo de DNA, sequenciamento
por NGS, analise dos dados e laudo com os resultados encontrados e recomendagdes terapéuticas.

NGS

Extragao Analise dados

Paciente com cincer

Laudo

Fonte: adaptada de Nagahashi et al.>* (2019).

Os testes moleculares por NGS, através de painéis multigénicos, permitem identificar
alteragcdes genéticas que sdo direciondveis a tratamentos com terapia-alvo, oferecendo
melhorias na precisdo dos diagndsticos e trazendo o conceito da “medicina personalizada”, no
qual cada paciente recebe a terapia com base em suas alteragdes genéticas do tumor™. O uso
do NGS na pesquisa e pratica clinica esta sendo essencial para a melhor compreensdo da
genética molecular do CTDCF, desde as analises em nodulos tireoidianos de citologia
indeterminada, em que foram detectadas multiplas alteracdes genéticas e sinalizaram
pacientes com alto risco de cancer, como também nos casos de CTDCF e CMT, nos quais
foram encontradas novas alteragdes genéticas que nao tinham sido relatadas por métodos de
sequenciamento anteriores, possibilitando, assim, um melhor desfecho clinico para os

pacientes!®4,

Devido ao seu alto desempenho, o NGS ¢ considerado atualmente a técnica padrao
ouro. Das suas poucas limitagdes, a principal seria o custo elevado, embora ja tenha se
tornado mais acessivel nos ultimos anos, ¢ ainda considerado um exame de alto custo,

impossibilitando sua ampla utilizagdo na pratica clinica®.
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4 CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Estudo retrospectivo de corte transversal unicéntrico envolvendo amostras tumorais,
ndo consecutivas, de casos de CTDCF em 100 pacientes adultos, diagnosticados e tratados
entre janeiro de 2010 e dezembro de 2019, no Hospital Aristides Maltez (HAM), localizado

na cidade de Salvador, Bahia.

4.2 GRUPO AMOSTRAL

Trata-se de amostra por conveniéncia e de casos ndo consecutivos. As amostras
tumorais foram selecionadas apds a pesquisa de pacientes que obtiveram diagndstico de
neoplasia maligna da glandula tireoide ao exame anatomopatolédgico (codigo C73, segundo a
Classificacdo Internacional de Doengas — CID) e que estavam adequadamente registrados em
base de dados disponivel no sistema eletronico interno do Servigo de Anatomia Patologica do
Hospital Aristides Maltez (SAPC/HAM), abrangendo casos operados no periodo de janeiro de
2010 a dezembro de 2019, sendo que fosse possivel localizar o material para realizagdo da

revisdo anatomopatoldgica pelo médico patologista colaborador.

4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO, NAO INCLUSAO E EXCLUSAO

A selecdo dos casos elegiveis para o estudo obedeceu ao seguinte critério de inclusao:
a) pacientes com idade acima de 18 anos de idade, tratados cirurgicamente pelo HAM e

diagnosticados com CTDCF pelo HAM no periodo de janeiro de 2010 a dezembro de 2019.

Nao foram incluidos no estudo: a) pacientes que ndo possuiram laudo
anatomopatologico registrado em sistema eletronico; b) casos cujos blocos de parafina
contendo tecido tumoral ndo foram localizados no arquivo do servigo de anatomia patoldgica;
c) casos com escassez de tecido tumoral tireoidiano para andlise inicial do servico de
anatomia patoldgica; d) amostras tumorais que ndo foram submetidas ao protocolo de revisao

anatomopatologico pelo médico patologista colaborador.
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Serdo excluidos do estudo: a) casos com amostra tumoral em quantidade escassa.

44 OBTENCAO DE DADOS

4.4.1 Marcacao da area tumoral

O tecido fixado em formalina e emblocado em parafina (FFEP) foi obtido através de
cortes histologicos dos blocos de parafina armazenados no arquivo do Servico de Anatomia
Patologica do Hospital Aristides Maltez (SAPC/HAM). As laminas dos tumores coradas com
hematoxilina e eosina (HE) foram classificadas pelo médico patologista de acordo com os
critérios da Classificagdo Tumores da Organiza¢io Mundial de Satide®® e estadiados conforme
0 Manual de Estadiamento do Cancer AJCC, 8 edi¢do®’. A partir da avaliagdo microscopica
da lamina HE de cada amostra realizada pelo médico patologista colaborador, a area tumoral
sera descrita por marcacdo direta na lamina HE. O corte do bloco tumoral foi realizado do
micrétomo pelos técnicos de laboratorio do SAPC/HAM e transferidos para laminas

silanizadas. (Figura 7).

Figura 7- Lamina de HE com marcagdo tumoral e lamina com corte tumoral FFEP em 10uM.

Fonte: foto elaborada pela autora.
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4.4.2 Extracao do DNA tumoral parafinado (FFEP)

Apds marcagdo da area tumoral na lamina de HE, foram realizados trés cortes
histologicos de espessura de 10um de cada bloco parafinado selecionado e transferidos para
laminas silanizadas, posteriormente, com o auxilio de uma navalha estéril, os cortes foram
transferidos para microtubos tipo eppendorf (1,5ml), previamente estéreis (livre de DNase e

RNase) e identificados, prontos para processamento da extracdo dos acidos nucleicos.

Para extragdo de DNA gendmico, foi utilizado o estojo comercial ReliaPrep™ FFPE
gDNA Miniprep System (Promega, USA), de acordo com as instrugdes do fabricante. Apds o
término do processo de extracdo, as amostras foram quantificadas no método fluorométrico
Qubit™dsDNA BR Assay (Invitrogen, USA), conforme instru¢des do fabricante, e em
seguida, armazenadas em freezer -20°C, até a sua utilizacdo (Figura 8). Amostras com

concentragdes abaixo de 1ng/pL foram descartadas.

Figura 8- Amostra de DNA extraido.

Fonte: foto elaborada pela autora.
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4.4.3 Sequenciamento de Nova Geracao (NGS)

A genotipagem das regides gendmicas alvos EGFR (éxons 18, 19, 20 e 21), KRAS
(éxons 2, 3 e 4), NRAS (éxons 2, 3 ¢ 4), BRAF (éxons 11 ¢ 15) e PIK3CA (éxons 7, 9 e 20) foi
realizada por sequenciamento de nova geragdo (next-generation sequencing) na plataforma
iSeq 100 Sequencing System, Illumina Inc (USA). O método de enriquecimento de biblioteca
foi amplicon-based, AmpliSeq for Illumina Custom Panel (USA) conforme validagdo e
padronizagdo interna do laboratorio parceiro, Laboratério Studart. As andlises de
bioinformaticas foram conduzidas na plataforma cloud-based Varstation™ com pipeline
padronizado exclusivamente para tecnologia e laboratorio considerando as regras da

Association for Molecular Pathology (AMP)36-88,

As sequéncias gendmicas, usadas como padrdo de referéncia dos genes analisados,
foram obtidas do banco de dados de nucleotideos do centro nacional de informagdo
biotecnoldgica (NCBI): PIK3CA, RefSeq:NM 006218; BRAF, Ref Seq: NM 004333.4;
KRAS, RefSeq:NM 004985.5; NRAS, RefSeq:NM _002524.4; EGFR, RefSeq:
NM_005228.5.

Ensaio qualitativo e quantitativo. A frequéncia alélica variante (VAF) representa a
porcentagem de leituras das sequéncias observadas ¢ uma medida de pardmetro para leitura de
dados do NGS®. O ponto de corte (Cut-off) do laboratorio é o VAF de 5%. Mutagdes com
VAF menor de 5% nao foram relatadas. A cobertura média em regides de interesse foi de 350
vezes, percentual de leituras (reads) em regides de interesse com cobertura > 300x foi de

90,00%.

A pontuacdo Q (score Q), medida pelo indice de qualidade Phred, ¢ considerada a
métrica mais comum para avaliar a precisdo da plataforma de sequenciamento. A pontuagdo
Q deste sequenciamento foi Q30, que equivale a probabilidade de uma chamada incorreta de
base de 1 em 1000 vezes, sendo considerada a pontuacdo de referéncia de qualidade no
NGS®. O percentual de reads com score Q30 foi de 95%. Sensibilidade: >95% e
especificidade: 95,9%.

Variantes que podem ser detectadas: SNP e indels. Variantes reportadas: patogénicas e
provavelmente patogénicas. Limitagdes: detec¢do de indels; 20bp (insercdes e delegdes),
fusdes génicas, inversdes e translocacdes, grandes rearranjos exonicos (delecdo ou duplicagdo

de éxons), mutagdes em regides promotoras e intronicas, ¢ allele drop-out. Limitagdes pré-
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analiticas: caracteristicas intrinsecas da amostra (qualidade, conservagdo, amostra exigua, area

tumoral restrita <5%, baixa concentracdo e/ou DNA degradado).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Foram analisadas as seguintes varidveis: idade na época da cirurgia, sexo, tamanho
tumoral, multifocalidade, extensdo extratireoidiana, presenca de metastases linfonodais e
mutacdes dos genes RAS, BRAF, EGFR e PIK3CA do grupo amostral. O processamento e a
analise dos dados foram realizados com o auxilio do pacote estatistico Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS), versdo 22, por meio do uso de testes ndo paramétricos, de
acordo com as varidveis categoricas da pesquisa. O teste de Qui-quadrado e Teste Exato de
Fisher (analises univariadas) foram utilizados para avaliar a associag¢do entre o resultado da

genotipagem e caracteristicas clinicas e anatomopatologicas.

4.6 ANALISE IN SILICO

Foram utilizados dois programas para prever o efeito funcional das mutagdes pontuais no
gene  BRAF  sobre a  estabilidade da  proteina, o  programa  MUpro

(https://mupro.proteomics.ics.uci.edu) e o I-Mutant 2.0 (https://folding.biofold.org/cgi-bin/i-

mutant2.0.cgi). A métrica avaliada foi o valor do delta delta G (®® G), o qual prevé como a
mutacdo pontual podera afetar a proteina. O valor positivo de ®® G indica que a proteina
mutada possui maior estabilidade, e o valor de ®® G negativo indica que a proteina mutada

possui diminuicdo da estabilidade da proteina.

4.7 VIABILIDADE TECNICA, CIENTIFICA E FINANCEIRA

As atividades de pesquisa do projeto foram realizadas no laboratério de estudo da
tireoide (LET) localizado no Instituto de Ciéncias da Satde (ICS) da Universidade Federal da
Bahia (UFBA). As amostras parafinadas de tecido tumoral destinadas & avaliacdo do painel
multigénico por NGS foram realizadas em parceria com o laboratorio Studart & Studart

(LSS). Estudo realizado por financiamento proprio do grupo de pesquisa.
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4.8 ASPECTOS ETICOS

Este trabalho foi executado de acordo com a Resolugdao N° 466/2012 do Conselho
Nacional de Satde (CNS). Os projetos foram submetidos para andlise ética no sistema
eletronico da Plataforma Brasil, base nacional e unificada de registros de pesquisas
envolvendo seres humanos, apreciado e aprovado pelos Comités de Etica e Pesquisa em Seres
Humanos do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia (CEP/ICS) e da
Liga Baiana Contra o Cancer (CEP/LBCC/HAM) conforme Parecer Consubstanciado N°
1.874.922, ¢ 1.939.949 e N°5.470.375 respectivamente (Anexo).
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5.1 CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS DOS PACIENTES

Tabela 6- Caracteristicas clinico-patologicas dos pacientes com CTDCEF.

CARACTERISTICAS

Idade (anos, media)
Amplitude (anos)
N, >55 anos

Sexo: n (%)
Feminino

Subtipo histologico: n (%)
CPTC

CFAI

CPTVFI

CPTVS

CPTVO

CPTVFE

CTCM

Tamanho do tumor - cm (média)
Amplitude (cm)

Tumor multifocal n (%)

Extensdo extratireoidiana (EET): n
(7o)

Presente

Metdastase linfonodos cervicais: n (%)
Nx

NO

NI

(N=100)
39,05
18-88

24

87 (87%)

80 (80%)
2 (2%)
10 (10%)
1 (1%)
1 (1%)
1 (1%)
3 (3%)
2 (2%)
2,14 cm
0,2-6,6cm
34 (34%)

32 (32%)

4 (4%)
51 (51%)
45 (45%)

Abreviagdes: CPTC, Carcinoma papilifero de tireoide classico; CFAI, Carcinoma folicular
amplamente invasivo; CPTVFI, Carcinoma papilifero de tireoide variante folicular infiltrativo;
CPTVS, Carcinoma papilifero de tireoide variante solida; CPTVO, Carcinoma papilifero de tireoide
variante oncocitica; CPTVFE, Carcinoma Papilifero de tireoide variante folicular encapsulado nao

invasivo; CTCM, Carcinoma de tireoide cribforme morular.

Fonte: elaborado pela autora

A média da idade observada na casuistica deste estudo foi de 39,05 anos, com pacientes

variando de 18 a 88 anos, 24% dos pacientes tinham idade superior a 55 anos. O sexo
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feminino foi o mais prevalente, representando 87% da casuistica. O subtipo histologico mais

frequente neste estudo foi o CPTC, representando 80% dos casos.

A média do tamanho tumoral foi de 2,1cm, com tumores variando de 0,2 a 6,6cm de
tamanho. Trinta e quatro tumores apresentaram multifocalidade. Extensdo extratireoidiana foi

presente em 32% dos casos, € 45% dos casos apresentaram metastase linfonodal.

5.2 FLUXOGRAMA DA ANALISE POR NGS

Figura 9- Fluxograma de amostragem para analise por NGS

Casos CTDCEF avaliados para
elegibilidade (n=238)

/~ Revisio AP N\

Triagem Avaliagio de escassez
tumoral

Laminas, blocos e
laudo presentes

- J

y

Pacientes elegiveis para analise por
NGS (n=100)

A

Extracdo DNA — FFEP
(n=100)

A 4

[ Sequenciamento (n=100) ]

Falha na anélise do ]

NGS (n=46) Analise satisfatoria

: [ it
J L (n=54)

NGS, Sequenciamento de nova gera¢ao; AP, Anatomopatologico.
Fonte: elaborado pela autora.
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Foram avaliados 238 casos inicialmente, porém, apos a realizagdo da triagem dos
casos que passaram por revisdo anatomopatoldgica feita pelo médico patologista, avaliagao
tumoral e verificagdo do material (laminas, blocos e laudo) presente, restaram 100 amostras
elegiveis para dar seguimento as andlises por NGS. 46/100 amostras que realizaram a analise
molecular por NGS apresentaram resultado inconclusivo, ¢ 54/100 amostras apresentaram
resultado molecular satisfatorio, das 46 amostras que apresentaram resultado inconclusivo,
42/46 (91%) tinham acima de 9 anos de coletadas. Parte das 100 amostras (n=43) de tecido
tumoral de pacientes diagnosticados com CTDCEF e tratados no HAM ja havia sido analisada

por outra técnica de sequenciamento em uma publicag¢do anterior®!.

5.3 RESULTADO DA AVALIACAO DO PAINEL MULTIGENICO POR NGS

Figura 10- Grafico do resultado do painel multigénico por NGS.

- 23
20
15
10
. l
KRAS BRAF V60OE BRAF NO- EGFR PIK3CA Selvagem

V600

Abreviagdes: KRAS, K-Rat Sarcoma Virus; NRAS, N-Rat Sarcoma Virus; BRAF, v-Raf Murine
Sarcoma Viral Oncogene Homolog B; EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor, PIK3CA,
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic SubunitAlpha.

Fonte: elaborado pela autora.

Aproximadamente, 23/54 (42,6%) das amostras analisadas ndo apresentaram mutacao
(nominadas como selvagem) nos genes analisados. 31/54 (57,4%) apresentam mutacdes nos
genes analisados, totalizando 44 mutacdes encontradas, visto que, curiosamente, 12 amostras
apresentaram mais de uma mutacdo simultdnea, ¢ uma amostra apresentou 3 mutagdes em

genes distintos simultaneamente. As mutacdes no gene BRAF foram as mais frequentes
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(20/44), correspondendo a, aproximadamente, 45% das mutagdes encontradas e estiveram
presentes em 18/54 (33%) amostras. Interessantemente, mutagdes BRAFNO-V6Y0 (BRAFASBY
BRAFGAE | BRAFGA64R  BRAFGISE  BRAFSAGTL  BRAFGWOE  BRAFGOD o a delecio
BRAFTP15*10) " que sdo mais raramente reportadas, foram tdo frequentes (10/44) quanto as
mutagdes BRAFVE (10/44), e duas amostras apresentaram os dois tipos de mutagdes

(BRAFVS9E/BR A FNO-V690) simultaneamente (Tabela 7).

No gene EGFR 16/54 (29,6%), apresentaram-se mutagdes, 6 casos com a delecdo
EGFRYSSORE®26 | EGFRESSK | EGFRHT3Y | EGFRY¥, 2 EGFRTM, 1 EGFRV?M, 1
EGFRW$17, | EGFRKT4Q5"T | EGFROS4ES*S! | EGFRY2HS12. Og genes RAS (KRAS e
NRAS) apresentaram no total 8/44 (18,2%) das mutagdes encontradas, em 7/54 (13%)
amostras, as muta¢des encontradas foram: 2 KRASP''N 1 KRAS™3 1 NRASQR 1
NRASAM™V 1 NRASC28,1 NRASQ®, 1 NRASC'?P. Nio foi encontrada nenhuma mutagio no
gene PIK3CA neste estudo.

5.4. ANALISE DAS CARACTERISTICAS ANATOMOPATOLOGICAS E MUTACOES
ENCONTRADAS POR NGS

Tabela 7- Dados anatomopatologicos e correlagdo com mutagdes encontradas através de painel génico
customizado.

Subti Tamanho Extensdo Metastase = Metastase Mutacs
ID Idade  Sexo Subtipo tumor Extratireoidiana = linfonodal 2 distincia utagoes
histologico encontradas
(cm) (EET)
1 41 F CTCM 1 Ausente Mx BRAFY¢P,
Nl EGFRE865K
2 30 F CPTC 3,6 Ausente NO Mx EGFR!850RE"26
33 F CFAI 3,5 Presente NO Mx BRAF VO
4 62 F CPTC 0,8 Ausente Mx BRAFY6%E
NO EGFRHSSORfS*26
5 29 F CPTVFI 0,9 Ausente Mx BRAFY6E,
Nl BRAFS467L
37 F CPTC 3 Presente N1 Mx EGFR"773Y
64 F CPTC 2 Presente N1 Mx BRAFY6%E
8 25 F CPTC 1,6 Ausente N1 Mx BRAFVO00AR™

EGFRL792F
9 33 F CPTC 2,9 Ausente NO Mx NRASQR
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11
12

13

14
15

16
17
18
19

20
21

22

23
24
25

26

27
28

29

30
31
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68 F CPTC 1,8 Ausente Mx  BRAF""F
NO EGFRHSSORfs*26

19 M CTCM 3,2 Ausente NO Mx BRAF@

36 F CPTC 33 Ausente Mx BRAFVY60E
Nl BRAFG466E

48 F CPTVS 2,5 Ausente NO Mx BRAFTI710

29 F CPTC 3,7 Ausente N1 Mx EGFR™>M

52 F CPTC 0,4 Ausente Mx BRAFA¥%Y,
NO EGFRHSSORfs*26

44 F CPTC 2.3 Ausente NO Mx EGFRY"*M

55 F CPTC 0,6 Ausente N1 Mx EGFRY®'7*

55 M CPTC 2,5 Presente N1 Mx EGERK34Qf*7

59 F CPTC 2,2 Presente Mx BRAFV60E,
NO NRASA146V

39 F CPTC 1,5 Ausente NO Mx NRASC!S

21 F CPTC 4 Presente MO  KRASP'™N,

NRAS®"e

Nl EGFRHSSORfs*26

21 M CPTC 3 Ausente MO BRAFG*R
Nl KRASDI 19N

21 F CPTC 2,5 Ausente NO MO KRAST¥

21 F CPTC 2 Ausente NO MO EGFRT»M

21 F CPTC 0,7 Ausente MO BRAF3*
NO EGFRG824Efs*51

21 M CPTC 43 Presente N1 M1 BRAFV60E

21 F CPTC 1,2 Presente N1 MO EGFRL692HR* 12

20 F CPTC 2,7 Ausente NO MO BRAFS47

19 M CPTC 3 Ausente Ml BRAFG4E,
Nl NRASGIZD

18 F CPTC 1,2 Ausente N1 MO EGFRH850RE#26

18 F CPTC 0,8 Ausente N1 MO BRAFV60E

Abreviagdes: 1D, identificacdo da amostra; CPTC, Carcinoma papilifero de tireoide classico; CFAI
Carcinoma folicular amplamente invasivo, CPTVFI, Carcinoma papilifero de tireoide variante
folicular infiltrativo; CPTVS, Carcinoma papilifero de tireoide variante solida; CTCM, Carcinoma de
tireoide cribforme morular; N1, metastase para linfonodo cervical; NO, metastase ausente para
linfonodo cervical; Mx, auséncia de informagdo para metéstase a distdncia, M1, presenca de metastase
a distancia; M0, auséncia de metastase a distancia.

Fonte: elaborado pela autora
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As amostras que apresentaram mutagdes no gene BRAF 18/54 (33%) possuem
caracteristicas anatomopatoldgicas distintas. 10/54 (18,5%) exibiram a mutacdo BRAF no
codon 600 (BRAF"®"E), 8 dessas amostras do subtipo histologico CPTC, 1 amostra do subtipo
CFAI e outra do subtipo CPTVFI; 4 amostras com presenga de EET, 6 amostras com
metastase linfonodal, 5 desses tumores com tamanho tumoral >2,0cm ¢ uma amostra (26) com
metastase a distAncia. As mutagdes BRAFNO-V"E foram encontradas em 10/54 (18,5%)
pacientes, 7 dessas mutagdes ainda ndo haviam sido descritas em CTDCF (BRAFG4%E,
BRAFO4/R. BRAFCASE. BRAFS4TL BRAFOAE BRAFGOD ¢ g delecio BRAFTSI*10) exceto
a variante BRAF*>%V ja previamente reportada'’. Em relagdo ao subtipo histologico associado
as mutagdes BRAFNO-V690: (i) mutagdes BRAFOE BRAFCAE BRAFG4R ¢ BRAFASBY
estiveram presentes em casos de CPTC; (ii) BRAFC44E ¢ BRAFY>%SP foram detectadas em dois

FT39I*10 ghservada em variante solida de

casos CT cribiforme morular; (iii) dele¢do BRA
CPT; (iv) BRAF®*'" em uma amostra de variante folicular infiltrativa de CPT ¢ uma amostra
de CPTC. Das mutagdes BRAFNO-V9E 6 amostras com tamanho tumoral > 2cm, 5 amostras
com metastase linfonodal e todas com auséncia de EET.

Amostras com mutacdes no gene RAS: as mutagdes no gene KRAS foram encontradas
em 3 pacientes, todos do subtipo CPTC e com tumores de tamanho acima de 2,5cm, 2 desses
pacientes apresentaram outras mutagdes em conjunto, um paciente com as mutacdes
KRASP''N| NRASQ®!™ ¢ EGFRUSSORE™26 ¢ outro paciente com as mutagdes KRASP!'N e
BRAFC44R - As mutagdes no gene NRAS foram encontradas em 5 pacientes, mutagdes nos
codons 12,61 e 146 foram evidenciadas neste estudo, todos do subtipo histologico CPTC, com
tumores maiores que 1,5cm. Duas amostras com as mutagdes NRASU! e NRASAOV
apresentaram presen¢a de EET, e duas amostras com as mutagdes NRASC!?P e NRASQ!
apresentaram metastase linfonodal.

Amostras com mutac¢des no gene EGFR: 16/54 (29,6%) amostras foram mutadas para
o gene EGFR, todas foram do subtipo histolégico CPTC, e 7 amostras (1, 4, 8, 10, 15, 21 e
25) apresentaram outra mutacdo em conjunto, com os genes BRAF, KRAS e NRAS. 9 dessas
amostras apresentaram metastase para linfonodos cervicais, 7 amostras com tumores de
tamanho >2,0cm e apenas 4 amostras com presenca de EET.

Amostras com multiplas mutagdes: (i) 21: com trés mutagdes (KRASP!N, NRASQ6!" ¢
EGFRH830RE*26) de subtipo histologico CPTC, tamanho tumoral de 4cm, EET presente € com

metastase para linfonodo cervical; (ii) 5 € 12: com duas muta¢des no gene BRAF (BRAF"9%E

€ BRAFNO-V0E) " pacientes com idade 29 e 36 anos (respectivamente), do sexo feminino, sem
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EET e com metéstase para linfonodos cervicais; (iii)1,4,8,10,15 e 25: com mutagdes nos
genes BRAF e EGFR (vide Tabela 7); (iv)19, 22 e 29: com mutac¢des nos genes BRAF e RAS ,
sendo BRAFV5E ¢ NRASA'SV (amostra 19) € BRAFNO-VE (amostra 22 e 29) associado as
mutagdes KRASP''"N e NRASC!?P, respectivamente; todas do subtipo CPTC, e a amostra 19
apresentou presenca de EET e a amostra 29 com metéstase para linfonodos cervicais e

metastase a distancia.

5.5 COMPARACAO ENTRE AMOSTRAS COM MUTACAO BRAFNO-V00 E BRAFV000E

Foi realizada a andlise estatistica entre as mutagdes BRAFNO-"0 ¢ BRAF"0VE ¢ as
caracteristicas anatomopatoldgicas, como multifocalidade, tamanho do tumor, EET e
metastase linfonodal, e apenas uma varidvel obteve significdncia estatisticamente, os
individuos portadores da mutagdo BRAFYO-"" foram associados a auséncia de EET (P=
0,046), visto na tabela 8. As mutagdes BRAF"5°E ndo apresentaram associagdo significativa

estatisticamente com multifocalidade, tamanho do tumor, EET e metastase linfonodal.

Tabela 8- Andlise estatistica comparativa de caracteristicas anatomopatoldogicas de amostras
portadoras de mutagdes BRAF"*"%"ys. BRAF""*

BRAFNO-V60()E BRAFV600E

Selvagem | Mutado Selvagem | Mutado

Multifocal, n (%)
Nao | 26 (86,7%) 4 (13,3%) | 24 (80%) 6 (20%)
Bilateral | 18 (75,0%) 6 (25,0%) | 20(83,3%) 4(16,7%)
*P= 0,311 P=1.0

Tamanho do tumor, n (%)
<2cm | 18 (81,8%) 4 (18,2%) 17 (77,3%)  5(22,7%)
>2cm | 26 (81,2%) 6 (18,8%) | 27 (84,4%) 5 (15,6%)

P=1.0 P=10,723

Extensdo Extratireoidiana
(EET), n (%)
Ausente | 29 (74,4%) 10 (25,6%) | 33 (84,6%) 6 (15,4%)
Presente | 15 (100%) 0 (0%) 11(73,3%) 4 (26,7%)
P= 0,046 P= 0,438

Metastase linfonodal, n (%)
Ausente | 23 (82,1%) 5(17,9%) |24 (85,7%) 4 (14,3%)
Presente | 21 (80,8%) 5(19,2%) | 20(76,9%) 6 (23,1%)

P=1.0 P= 0,494

*Valor de P se refere ao valor do teste exato de Fisher bicaudal.
Fonte: elaborada pela autora
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Foram encontrados sete tipos distintos de variantes BRAFY976% nas analises

realizadas que ainda ndo haviam sido descritas em CTDCF, vistas na tabela 9. Como

referéncia, utilizamos os bancos de dados: Varsome, Clinvar, Cosmic e My Cancer Genome.

Cinco mutagdes foram encontradas no €¢xon 11, e duas, no éxon 15 do gene BRAF. A maioria

das mutagdes foi do tipo missense, e apenas uma frameshift. A maior parte das variantes foi

previamente relatada em cancer de pele, pulmao e colorretal.

Tabela 9- Mutagdes BRAF?"%" encontradas em CTDCEF.

Transcrito Imp.a'cto Eia Codificagao Proteina HGVS Exon T|p9 o LEEC .tECIdO Referéncia
codificacdo variante descrito

G466E

NM_004333.6  missense €.1397G> A (p.Gly466Glu)

G464E

NM_004333.6 = missense c.1391G> A (p.Gly464Glu)

G464R

NM_004333.6  missense c.1390G>A (p.Gly464Arg)

NM_004333.6 | missense c.1400C>T S467L (p.Serd67Leu)

G596D

NM_004333.6  missense c.1787G> A (p.Gly596Asp)

T599Ifs * 10

NM_004333.6 | frameshift | ¢.1796_1803del (p.Thr599llefsTer10)

G469E

NM_004333.6  missense €.1406G>A (p.Gly469Glu)

Abreviagdes: SNV (single nucleotide variant).

Fonte: elaborada pela autora
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5.7 ANALISE IN SILICO DAS MUTACOES PONTUAIS NO GENE BRAF

Foi realizada a analise in silico para prever o impacto das muta¢des pontuais no gene
BRAF sobre a estabilidade da proteina (Tabela 10), através dos programas Mupro e [-Mutant
2.0. A métrica avaliada foi o valor do delta delta G (AAG), no qual, no programa Mupro,
todas as variantes foram associadas a diminui¢do da estabilidade da proteina. Porém, no
programa [-Mutant 2.0, a diminui¢do da estabilidade da proteina foi prevista em 5 variantes
(G464R, S467L, A598V, G596D e V600E), e a estabilidade aumentada foi prevista em 3
variantes do éxon 11 (G466E, G464E ¢ G469E).

Tabela 10- Analise de predi¢ao dos efeitos das mutagdes no gene BRAF sobre a estabilidade da

proteina.

Variante BRAF Exon Mupro (AAG Value) [-Mutant 2.0 (AAG Value)
G466E 11 Diminuic3o (-0.48682042) Aumento (0.43)

G464E 11 Diminuicdo (-0.77840704) Aumento (0.67)

G464R 11 Diminuigdo (-0.89009946) Diminuigdo (-1.20)

S467L 11 Diminuigdo (-0.24015707) Diminuigdo (-0.58)

G469E 11 Diminuic3o (-0.30162826) Aumento (0.68)

A598V 15 Diminuigdo (-0.24015707) Diminuigdo (-1.23)

G596D 15 Diminuigdo (-0.72863899) Diminuigdo (-1.51)

V600E 15 Diminuigdo (-1.2849203) Diminuigdo ( -1.93)

Fonte: elaborado pela autora.
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6 DISCUSSAO

Devido a alta incidéncia do CT nos ultimos 10 anos, surgiu a necessidade de uma

236 O desenvolvimento do

compreensdo melhor da patogénese molecular dessa patologia
CTDCF esta associado a causas multifatoriais'®, inclusive com a ativagdo das vias de
sinalizacdo MAPK e PI3K-AKT, que sdo consideradas cruciais para iniciacao e progressao do
CTDCEF. O status mutacional dos genes envolvidos nas vias MAPK e PI3K-AKT ¢ de grande
importancia para melhor compreensdo do comportamento tumoral no CTDCEF, visto que
pacientes portadores de cancer do mesmo tipo histologico apresentam grandes diferencas na
progressdo da doenca, gravidade e no prognostico, a depender da sua classificagdo

molecular15,17, 1 8,34,56,62‘

Mutagdes BRAFVE na populagdo estudada: na literatura, a frequéncia da variante
BRAFV®E em adultos portadores de CPT ¢é de 27-83% !520-24.27-29:31.33.76 No presente estudo,
a frequéncia de mutagdes no gene BRAF foi de 33% (18/54), no entanto, a frequéncia da
variante BRAFVSF foi de 18,5% (10/54); essa frequéncia menor pode estar relacionada ao
numero reduzido da casuistica, que obteve resultado satisfatorio. Neste estudo, as mutagdes
BRAFV®E foram presentes majoritariamente no subtipo histologico CPTC (8 casos), porém

também foi evidente em 1 caso de CFAI e 1 caso de CPTVFI.

Variantes BRAFNO-V0E na populagdo estudada: neste estudo, as variantes BRAFNO-
VE0OE foram protagonistas, pois sdo tdo evidentes quanto as mutagdes BRAFV6E apresentando
oito tipos distintos de variantes. Dessas variantes, somente a variante BRAF4*" ja havia sido
descrita em um caso de CPTVF em estudo anterior!®. Outros estudos”:!% também reportaram
a delecdo no T599, porém nio na mesma posi¢cdo encontrada no nosso estudo, ou seja, com
este estudo, pela primeira vez, estamos reportando as variantes BRAFU44E BRAFCG464R,
BRAFG4E  BRAFS4TL - BRAFG49E - BRAFGD e a delecio BRAFT™'*10 em amostras
tumorais de CTDCF. Estas variantes ja haviam sido descritas em outros tipos de cancer:
cancer de pele/melanoma (BRAFCR BRAFCG4SE BRAFS¥'L BRAFG4E ¢ BRAFGD),
pulmio (BRAFG44E, BRAFG464R  BR 4 FGA6OE & BR AFS*TL) intestino (BRAFG44E, BRAFGA6OE,
BRAFS#TL BRAFCS49E ¢ BRAFY9P) ¢ outros®* 1%, Esses achados inéditos podem ser
explicados por conta da escassez de estudos de CT que analisam o éxon 11 e outros cddons do

éxon 15 do gene BRAF.
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No melanoma!!® e cancer pulmonar (ndo pequenas células)!!!, as mutagdes BRAFNO-
VO0OE foram associadas a uma maior agressividade da doenga, quando comparadas as
BRAFYE | porém, no cancer colorretal'!?, os pacientes portadores das mutagdes BRAFNO-
VE0OE apresentaram sobrevida significantemente maior em comparagdo aos pacientes com
mutagdes BRAFVSE, Em relagdo ao subtipo histologico, as variantes BRAFNO-V60E foram
presentes neste estudo em 6 casos de subtipo CPTC, 2 casos de CTCM, 1 caso de CPTVS e 1

caso CPTVFI.

Idade e mutagdes no gene BRAF: de acordo com o estudo de Al-Salam et al.”® (2020),

as mutagdes BRAFV60E

sdo frequentes em pacientes com idade inferior a 55 anos, sendo
compativel com os achados do nosso estudo, no qual 60% dos pacientes portadores das
mutagdes BRAF"®"F tinham idade inferior a 55 anos. Quanto a variante BRAFNO-V600F: 100%
dos pacientes portadores das mutagdes BRAFVO-V6E tinham idade inferior a 55 anos. No
cancer colorretal, as mutagdes BRAFVO-V00E também foram associadas a idades mais jovens e
tumores de baixo grau de agressividade!!?. A associagdo entre a mortalidade e o aumento da

FV60()E

idade em pacientes BRA positivos foi evidenciada recentemente em um grande
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estudo’°, sugerindo que a idade ¢ um importante fator de risco para pacientes com a mutagao

no gene BRAF"6E,

Tamanho tumoral/acometimento linfonodal e mutagdes no gene BRAF: alguns estudos

FV6 00E

associam a mutagdo BRA a tamanhos tumorais maiores >2cm?*76!14115 No presente

estudo, a média do tamanho tumoral foi de 2,26 cm, com a amplitude de 0,8-4,3 cm para

tumores com a mutagdo BRAF"E

vs. tamanho tumoral de 2,09cm, com amplitude de 0,4-
3,2cm, para tumores com variantes BRAFNO-VSE_ Portanto, ndo houve associa¢do
estatisticamente significante (p= 0,723/p=1.0) entre os diferentes tipos de mutagdes no gene
BRAF e tamanho tumoral. De acordo com a meta-analise realizada por Liu, Chen, Liu?’
(2016), a prevaléncia de metéstase linfonodal aumentou em pacientes com mutagdo
BRAF"®"E_Neste estudo, a associa¢do descritiva entre mutagdes BRAF"E/BRAFNO-V60E ¢
metastase linfonodal foi de 60% e 50% dos casos mutados, no entanto, ndo houve associa¢ao

estatistica (p= 0,494/p=1.0). Outros estudos!'>!'' também ndo encontraram associa¢do

significativa entre mutagdo BRAF"5"E ¢ metastase linfonodal.

Extensdo extratireoidiana e mutagdes no gene BRAF: outro fator progndstico
importante € a presenca da extensdo extratireoidiana, de acordo com Liu, Chen, Liu*’ (2016),
o risco de extensdo extratireoidiana aumentou 2,04 vezes em casos com status de mutagdo

BRAF"®"E positivo em compara¢do com casos de tipo selvagem. Neste estudo, a EET foi
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presente em 40% das amostras positivas para a mutagio BRAF"*"E enquanto foi totalmente
ausente nas amostras positivas para as variantes BRAFO-V60E| representando associagdo
significativamente estatistica (p=0,046). Portanto, nossos dados sugerem que as variantes
BRAFNO-VSYE n3o mostram o mesmo risco de associagdo com EET que as mutagdes

BRAF"®"E ¢lassicamente possuem.

Utilidade da investigacdo das mutacdes do gene RAS em painéis multigénicos de
analise do CTDCF: mutagdes no gene RAS estdo mais associadas aos CFT e CPVFT®, sendo
menos frequente no CPT (10-20%)'>!829-35, No nosso estudo, a prevaléncia das mutagdes no
gene RAS foi de "13% (7/54) no CPT, sendo compativel com os dados da literatura. As
variantes encontradas na isoforma NRAS foram mais evidentes, representando 9,2% (5/54), e
as mutacdes encontradas na isoforma KRAS foram de 5,5% (3/54), estando também em
concordancia com a literatura, na qual as variantes do NRAS sdo mais frequentes no CTDCF
do que a isoforma KRAS'>32935 No nosso estudo, houve tendéncia de maior tamanho
tumoral (tamanho >2cm) nos tumores com mutacdo RAS: a média do tamanho tumoral foi de
2,72cm, com a amplitude de 1,5-4,0 cm, no entanto, ndo houve associagcdo estatistica (p=
0,262/p= 0,638) entre os tumores RAS mutados e o maior tamanho tumoral, que pode estar
relacionado ao numero reduzido de casos (7/54) com a mutagdes RAS neste estudo. No estudo
de Semsar-Kazerooni et al.!'” (2022), foi evidenciada a associagdo entre as mutagdes no gene
RAS e maior tamanho tumoral quando comparados aos tumores com mutagdo BRAF""E,

amostras com mutagdes RAS positivas apresentaram tamanho médio de tumor de 2,04cm.

Em discordancia com a literatura*®%, os nossos casos de CPVFT (5/54) e CFT (1/54)
ndo apresentaram mutagdes no gene RAS, podendo estar relacionado ao nimero restrito desses
tipos histologicos neste estudo. Ainda em discordincia com estudos anteriores®36%,
descobrimos que as mutacdes RAS coexistiram com as mutacdes BRAF em trés dos nossos
casos de CPTCs, 1 BRAF""E/NRAS'¥%V ¢ as outras 2 BRAFNO-V60E/KRASP1IN o NRASC12C,
esses achados também foram esporadicamente encontrados em um estudo prévio®, no qual
quatro tumores de CPT apresentaram as mutagdes BRAF""Ee KRASS!?P simultaneamente e
estiveram associados a progressdo da doenga. Uma explicagdo para esse achado ¢ que poucos
estudos rastreiam todos os genes RAS em CTDCF mutados no gene BRAF"5%5-65. Embora
seja um evento raro, a combinagdo de mutagdes BRAF""E ¢ RAS ja foram descritas em

outros tipos de cancer, como: carcinoma colorretal (BRAF"5"E ¢ KRASC?P)118119 'melanoma

(BRAFVS9E ¢ NRASQOIK)120 ¢ estomago (BRAFYVOM ¢ KRASG13D)121,
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Um dos pacientes apresentou concomitantes mutagdes nos genes KRASP!/?N, NRAS!
e EGFRUORE™26 - acompanhado de agressividade e pior progndstico, ja que apresentou
tamanho tumoral de 4cm, presenca de EET e metastase linfonodal, que sdo aspectos

relacionados a uma maior agressividade de doenga. Em alguns estudos*#46:122

, as mutacoes no
gene RAS foram correlacionadas a um pior prognostico, sugerindo que a deteccdo das
mutagdes no gene RAS podem ser clinicamente relevantes para o diagnostico e a estratificacao
de risco. Este assunto ¢ ainda controverso, pois, segundo Marotta et al.”* (2021), as mutagdes
no gene RAS, isoladamente, oferecem pouca utilidade para o diagndstico de malignidade,
visto que também sao evidenciadas em adenomas foliculares benignos e ndo necessariamente
estdo envolvidos na desdiferenciacdo dos tumores de tireoide, sendo necessaria a correlagdo
com um conjunto de outras alteracdes genéticas associadas. Apesar da limitacdo de numero de
casos positivos para mutagdes do gene RAS do nosso estudo, acreditamos que seja valido

manté-lo em painéis de andlise multigénica, pois ha possibilidade de utilidade prognostica,

sobretudo diante da associagdo com outras mutagoes.

As mutagdes no gene EGFR sdo pouco estudadas em CTDCF, de acordo com o estudo
de Masago et al.”?> (2009), as muta¢des do EGFR foram evidentes em 30,4% dos pacientes
com CPT. No presente estudo, a prevaléncia foi de 29,6% (16/54), resultado muito préximo
do estudo citado, embora as variantes encontradas sejam distintas. Ainda sobre o estudo de
Masago et al.”? (2009), foi relatado que 42,8% dos pacientes apresentaram mutagdo no gene
EGFR associado a variante BRAFYSE| porém ndo houve associagdo significativa com
gravidade da doenga nestes pacientes. No presente estudo, também foi evidenciada a
coexisténcia das mutagdes BRAF ¢ EGFR em 11% (6/54) dos casos, trés associadas a variante
BRAFVE ¢ as outras trés associadas as variantes BRAFNO-V$"E sendo assim, 33% (6/18) dos
mutados no gene BRAF coexistiam com alguma mutacdo no gene EGFR, porém, em
concordancia com o estudo Masago et al.”?> (2009), ndo foi encontrada associag¢do significativa

com relagdo a gravidade da doenca entre os casos que portavam as duas mutacdes.

Das dezesseis amostras mutadas em EGFR ~56%, (9/16) apresentaram metéstase
linfonofal, e 25% (4/16) apresentaram EET. De acordo com Tang et al.”! (2014), o EGFR
pode estar associado a metastase linfonodal em CPT, porém ndo foi estatisticamente
significante neste estudo (p= 0,554). A detec¢do de mutacdes no gene EGFR tem sido
sugerida como um indicador progndstico do comportamento tumoral agressivo em CT!'7. De

acordo com Kim e colaboradores'?’, as mutagdes em EGFR foram associadas ao cincer de
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tireoide ou historico familiar de CT em pacientes do sexo feminino com cancer de pulmao de

células ndo pequenas, trazendo uma alerta a patogénese dessa variante genética.

No presente estudo, ndo foi encontrada nenhuma variante no gene PIK3CA em CTDCEF,

visto que, de acordo com a literatura®*

, essas mutagdes possuem baixa prevaléncia em CPT
e CFT. A compreensdo molecular do CTDCF traz a possibilidade de terapias-alvo
direciondveis com inibidores seletivos de quinases, para aqueles pacientes que possuem
mutagdes acionaveis € ndo respondem ao tratamento convencional, cursando com a forma
mais agressiva e progressdo tumoral do CTDCF?*. Os inibidores seletivos de quinases tém o
objetivo de inibir crescimento tumoral, progressdo, metastase e angiogénese, e possibilitar a
esses pacientes, através da medicina personalizada, um tratamento eficaz e com chances

curativas243341,

Houve taxa elevada (46%) de falhas na analise por NGS neste estudo, reduzindo o
namero de amostras com resultado satisfatorio. E possivel que tenha ocorrido preservagio
insuficiente do DNA tumoral parafinado, sobretudo nas amostras tumorais obtidas a partir de

cirurgias mais antigas. Alguns estudos!?#126

apontam para degradacdo do DNA em amostras
FFEP, por conta de fragmentacdo e modificagdo quimica do DNA resultante da fixagdo em
formalina e inclusdo em parafina, resultando em indice de falhas no NGS, sobretudo em
amostras tumorais de FFEP mais antigas (4 a 6 anos), as quais, no nosso estudo, 91% das
falhas ocorreram em amostras com mais de 9 anos de coletadas, estando de acordo com os

estudos citados.
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7 CONCLUSOES

Foram encontradas novas mutagdes no gene BRAF (BRAFC4E, BRAFCG44R,
BRAFG4CE, BRAFS4TL, BRAFG4¥E, BRAFOSD ¢ a delegio BRAFTSI510) que ndo

haviam sido descritas anteriormente em CTDCEF.

As variantes BRAFNOV6%E foram significativamente evidentes neste estudo, porém
ndo apresentaram associagdo significativa com parametros clinico-patoldégicos como
agressividade da doenca, e foram associadas a um menor risco de extensdo
extratireoidiana. No entanto, trazem uma alerta sobre a frequéncia dessas alteracdes

em CTDCEF e quais os impactos a longo prazo.

As mutagdes BRAFVSE ¢ RAS ndo apresentaram associagdo estatistica significativa

com os aspectos clinico-patoldgicos relacionados a agressividade.

As variantes no gene EGFR foram evidentes em 29,6% dos casos CTDCF neste

estudo, porém necessitam de mais estudos para avaliar seus impactos.
Nao foram encontradas mutac¢des no gene PIK3CA.

A realizagdo de um painel multigénico customizado por NGS para o CTDCF oferece

resultados mais robustos e possibilita um diagnostico mais preciso.

Novos estudos de coorte com um maior numero de pacientes sdo necessarios para
ajudar a esclarecer os impactos clinico-patologicos das mutacdes nos genes (BRAF,

RAS, EGFR e PIK3CA) no CTDCF.
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8 TRABALHOS GERADOS DURANTE O MESTRADO

e Publicagdo de artigo cientifico na Revista de Ciéncias Médicas e Bioldgicas, v.20 n.3
(2021): “Mutagdo no gene BRAF em carcinoma diferenciado de tireoide avancado:
um relato de caso”.

e Apresentacdo de trabalho no XVIII Latin American Thyroid Congress na modalidade
poster: “Beyond BRAFV600 mutations: Assessment of a multigene panel in a
Brazilian cohort of papillary thyroid cancer patients”.

e Resumo de artigo publicado em Anais do XVIII Latin American Thyroid Congress:
“Beyond BRAFV600 mutations: Assessment of a multigene panel in a Brazilian cohort
of papillary thyroid cancer patients”.

e Resumo de capitulo de livro publicado em Anais do II Simpésio de Orgios E Sistemas
de 2022, Volume 2 da colecdo saude e reabilitacdo: O Ponto De Equilibrio. “Painel
Multigénico em Carcinoma Diferenciado de Tireoide”.

e C(apitulo de livro em processo de publicacio na Revista de Ciéncias Médicas e

Biologicas: “Painel Multigénico em Carcinoma Diferenciado de Tireoide”.
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Resumo
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INTRODUGAQ

O cancer de tireoide (CT) representa a malignidade
endocrina mais comum, sende respansavel por 3,6% de
todos os canceres diaghosticados anualmente'.

0 carcinoma diferenciado da tircoide (CDRT) corres-
ponde, aproximadamente, a 90% dos casos de neoplasias
da tircoide ¢ refere-sc as derivadas de células folicularces,
incluindo cancer papilar de tireoide (CPT), cancer folicular

< d fCorresponding: *Julianalima Von Ammon - InstLto
de C|&| cias da Sadde, Unwersrhde Federal da Bahia— End.: Av, Reitor
Miguel Calmon, s/, Vale do Cznela 40, 110-100 - Salvedor — BA - T2l
(71) 99207-1942 — E-meil: juliara.ammor@ufba.br

t-gen 10r1 SEYUERCING.

da tireoide (CFT) e cdncer de células de Hurthle. O CPT
corresponde a 80-85% dos casos **. Geralmente, ele é cli-
nicamente indolente, compativel com seu genoma simples,
apresentando poucas alteragBes no nimero de copias?.
Embora tenha uma alta incidéncia, apresenh taxas de so-
brevida global excedendo a 90% **', Apesar de a maioria
das CPT scr bem diferenciada ¢ com baixa taxa de invasio
local, recidiva ou metastases {regicnais ou distantes), existe
cm subgrupa de tumores que aprosenta heterogeneidade
genética associada com variantes histoldgicas de maior
agroessividade, podendo tarnar o CDT mais invasive ¢ lotal®

As caracteristicas clinicas e histeldgicas nao predizem
precisamente o comportamento bioldgico dos tumores de
tirecide, sendo relevante identificar, por meio de exames

Rew. Cigne. M ér. Bial., Salvadar, v. 70, n. 3, n. 3476-479, set.fdaz. 2071
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Beyond BRAFY*™ mutations: Assessment of a multigene panel in a
Brazilian cohort of papillary thyroid cancer patients
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INTRODUCTION

Thyroid cancer (TC) represents the most common
endocrine mdignancy, accounting for 3.6% of all cancers
diaghosed annually’. Differentiated thyroid carcinoma
(DTC) accounts for approximately 90% of cases of
thyroid neoplasms and refers to those derived from
follicular cells, including papillary thyroid cancer (PTC),
follicular thyroid cancer (FTC) and cancer of the Hurthle
cells. PTC corresponds to 80-85% of cases®. It is
generally clinically indolent, compatible with its Smple
genome, with few copy number dtergtions®. Although it
has a high incidence, it has overall survival rates
exceeding 90% 3% Although most PTC ae well
differentizted and have a low rae of local irvasion,
recurrence or metastases (regional or distant), thereis a
subgroup of tumors that present genetic heterogeneity
associzted with more aggressive histologicd variants
which can make DTC moreinvasive and lethal.

Clinical and histological characteristics do not accurately
predict the biological behavior of thyroid tumors, and it
is relevant to identify, through molecular exams the
paients with a higher risk of disease aggressveness, in
order o prevent unfavorable results and implement
more personalized therapies. Most mutations irvolved
in thyroid tumorigeness irvolve the effectors of the
MAPK  or  PISK-AKT pathways  which  result  in
dysregulation of cell growth and differentigtion’.
Activation of MAPK is consdered crucial for CPT
initigkion, through point mutations of GRAF and RAS
genes or RET / PTC and NTRK gene fusions™ . These
mMutations occur in approximately 70% of TLC cases ™%,
The most evident somatic mutation in DTC is found in
the &8RAF gene which results in a transversion from
thymine to adenine & nucleotide 1799 (T17994),
leading to a substitution of valine for glutamic acid &
residue 600 of the protein (VEOOE)" 8. GRAF gene
mutation has a sgnificant association with more
advanced stages of the tumor, promoting its
irvasiveness, metastass and recurrence, in addition to
showing a low response to radiciodine treatment, thus
being an important proghostic factor in PTC3 142,43,

PTC clinical management has evolved due to improved
understanding of its molecular drivers mutations
reported in SRAFS RAS, TERT, ETVS, EIFLAX, GNAS,
PIKICA, B3R, TPS3 genes, as well fusions in NTRK, RET
and ALK genes. Nevertheless, the clinical implicgtion of
this distinct mutations in PTC  behavior is il
understudied.

OBJECTIVE

Yerify the mutational and clinicd profile of a Brazilian
cohort of 34 PTC paients.

METHODS

A total of 34 formalin-fied paraffirrernbedded (FFPE)
tissue specimens from thyroidectory were collected at
the Department of Pathology of Aristides Maltez
Hospitd (Bahig Brazil) in 2013. Tumor DMNA was
ectracted with ReliaPrep™ FFPE gDNA Miniprep System
(Promega, US&). Actionable hot spots regions of BRAF,
EGFR, KRS, NRAS, and PIK3CA genes were sequenced
with @ custom based Ampliseq panel on iSeq™ 100
platform {llluming®, US&). Bicinformatic andysis were
mnducted on the cloud-based Varsaion™ platform.
Clinical and epidemiologicd data were dso collected.

RESULTS

The BRAF was the most mutaed gene (15734, 44%) . Five novel
variants of clinical significance were found at sites other than
W00 [ERARLMEND) the wprissense mutations G3640, G4660,
4671, GS96D, and the frameshit mutation TS99Ifs*10. The
BRAFR was present in a case of infiltrative follicular variant of
PTC while the BRAPS variant was detected in a morular
cribiform PTC, the BRAF™35'40 deletion observed in a solid
variant of PTC measuring 2.5 crm and BRAF™A was evidenced
in classic PTC measuring 3.3 cm . Two patients had co-occuring
GRAFE® and BRAFMM 'S0 mutations, and eight patients had the
BRAFEOS mutation . For NRAS, mutations were detected in five
(5/34, 15%) tumors G13D, O61R, G128, and AL46Y, while one
sample had a KRAS mutation Al460fs*10. Indeed, 12 of 34
patients had 855% mutations, and none had PIFINCA mutations.
29% (re10) of the PTC had 22 mutations. Co-occuring mutations
were also observed: BRAFEXE/EGER in 3 samples, and BRARL™
1600/ EGFR i two tumors. One tumor had co-occurring BRARR™
B0/ EGIR/NRAS mutations.

[ P = [ PRES

Graph 1. Mutmtiors fourd inthe study.

CONCLUSIONS

Through this study, it was possible to identify new variants in the
BRAF gene. We hypothesized that BRAFM™S® variants may be
passenger mutations or might present clinical and molecular
implications similar with BRAF¥®mutations, but further functional
irv estigation is necessary.
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UFBA - INSTITUTO DE
CIENCIAS DA SAUDE DA W mo
UNIVERSIDADE FEDERAL DA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Anélise de Mutacdes na Regido Promotora do gene TERT em Carcinoma de Tireoide

Pesquisador: Helton Estrela Ramos

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 2

CAAE: 56855016.6.0000.5662

Instituicao Proponente: Universidade Federal da Bahia - UFBA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.874.922

Apresentacao do Projeto:

A mutacao no promotor do gene TERT (C228T/C250T) bem como a coexistencia desta com a mutacao
somatica BRAFV600E tem sido relatadas como preditores de agressividade tumoral em carcinoma de
tireoide. O perfil molecular da doenca nodular tireoideana e alvo de intensa investigacao na busca de
marcadores moleculares que constituam ferramentas auxiliares no diagnostico pre-operatorio e que sejam
de valor prognostico para melhor manejo clinico e seguimento dos pacientes. O presente projeto de
pesquisa visa, atraves de um grupo amostral de pacientes diagnosticados com carcinoma de tireoide em
Salvador/BA, avaliar a associacao deste background genetico com aspectos clinicopatologicos de
agressividade tumoral e contribuir para corroborar os resultados replicados em outros grupos etnicos na
validacao deste emergente biomarcador como coadjuvante na pratica clinica.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Estabelecer a frequencia da mutacao do promotor do gene TERT e as associacoes entre a positividade para
mutacao do promotor do gene TERT e positividade para a mutacao BRAFV600E com aspectos
clinicopatologicos tais como tamanho do tumor, ocorrencia de metastases
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locorregionais e a distancia, estadiamento tumoral, subtipo histologico, presenca de tireoidite, estratificacao
de risco de recorrencia, bem como os dados demograficos, idade e sexo.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A presente pesquisa apresenta risco minimo associado a revisao de prontuarios clinicos, nao havendo
nenhuma intervencao extra para alem do exames diagnosticos e procedimentos comuns ao tratamento da
doenca ja prescritos pelo medico. O paciente sera devidamente esclarecido quanto ao carater de pesquisa
de base deste projeto, a fim de nao gerar nele expectativas equivocadas quanto ao impacto imediato deste
estudo na cura e/ou evolucao da doenca.

Beneficios:

O presente projeto de pesquisa pretende estimular a articulacao com outras instituicoes de pesquisa do pais
e do estado, incentivando a troca de experiencias e transferencia de tecnologia. O compromisso das
atividades conjuntas das instituicoes envolvidas e a disponibilidade de instalacoes e equipamentos como
contrapartida das mesmas, garantem a relacao de reciprocidade ja existente em um grau mais elevado de
atividades interinstitucionais. O projeto pretende padronizar e introduzir tecnica que poderia otimizar a
utilizacao de recursos diagnosticos e terapeuticos em hospitais publicos e privados, alem de promover uma
melhoria no manejo clinico do cancer de tireoide e, assim, diretamente, influenciar custos com o tratamento
e seguimento clinico da doenca, alem de promover importante avanco na estratificacao de risco do cancer e
melhor direcionamento dos recursos disponiveis.

A utilizacao do marcador prognostico molecular de identificacao da mutacao TERT podera, possivelmente,
promovera, por exemplo:

a) inibicao da indicacao de radioiodoterapia em altas doses para tumores de baixa agressividade; b) a
realizacao excessiva de exames e testes diagnosticos em tumores nao agressivos, levando a reducao dos
custos em termos de saude publica; c) identificacao de lesoes de comportamento biologico mais invasivo
com melhor direcionamento dos recursos para estes casos mais agressivos; d) intensificacao no follow-up
de lesoes de alto risco de recorrencia, possibilitando deteccao mais precoce de recidivas com reducao de
custos no tratamento de pacientes incuraveis e reducao de morbi-mortalidade; e) reducao das taxas de
recorrencia tumoral; f) reducao de mortalidade, uma vez que lesoes mais agressivas poderao ser
identificadas no pos-operatorio imediato e assim a radioiodoterapia, terapia de supresao do TSH com
levotiroxina e seguimento clinico serao ajustados ao prognostico tumoral. Alem disso, a mutacao TERT e
marcador molecular
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prognostico de outros tipos; g) melhoria no tratamento do cancer de tireoide que e o segundo cancer mais
comum em pacientes do sexo feminino com menos de 40 anos, e portanto, melhorando as condicoes de
saude de parcela da populacao economicamente ativa. Um outro ponto importante e que este projeto serve
de ponto de partida para a deteccao de mutacao TERT em material de puncao aspirativa de agulha fina, no
estabelecimento de diagnostico de carcinoma diferenciado de tireoide. Como marcador molecular de
carcinoma, este procedimento podera diminuir o indice de exames citologicos nao-conclusivos em material
de biopsias de agulha fina de tumores tireoidianos e realizar avaliacao prognostica na fase pre-operatoria,
podendo influenciar na extensao da conduta cirurgica adotada, e consequentemente otimizar o tratamento
clinico oferecido aos pacientes na rede hospitalar, com reducao expressiva de custos.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Trata-se de resposta ao parecer CEP ICS n° 1.775.227. O pesquisador atendeu a todas as pendencias
listadas. O projeto de pesquisa se encontra adequado do ponto de vista ético.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Todos os termos foram apresentados e estao adequados.

Recomendacgoées:
N&o ha recomendacoes.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Néao foram observados 6bices éticos e, desta forma, somos favoraveis a aprovagao do protocolo de
pesquisa proposto.

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Ciéncias da Satde (CEP ICS), de acordo
com as atribuigées definidas na Resolugdo CNS n°. 466 de 2012 e na Norma Operacional n°. 001 de 2013
do CNS, manifesta-se pela aprovacao do projeto de pesquisa proposto. Eventuais modificag6es ou
emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP ICS de forma clara e sucinta, identificando a parte
do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao
CEP, inicialmente em 19/06/2017, e ao término do estudo. O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar
-se a participar ou de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagédo alguma e
sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 466/12 em substituicao a Res. CNS 196/96 - Item 1V.1.f) e deve
receber uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (ltem
1V.2.d). O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
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R

descontinuar o estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res.

CNS ltem 111.3.z), aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano néo previsto ao sujeito

participante ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (ltem

V.3) que requeiram acgdo imediata. O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos
relevantes que alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar

medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria ANVISA junto com seu

posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacg6es Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 24/11/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_720795.pdf 15:46:17
Declaragéo de CARTA_RESPOSTA.pdf 24/11/2016 |Fabiane Tavares Aceito
Pesquisadores 15:42:40 | Carrijo
Recurso Anexado | Carta_Justificativa_instituicao_coparticip| 24/11/2016 |Fabiane Tavares Aceito
pelo Pesquisador ante.pdf 15:40:51 | Carrijo
TCLE / Termos de  |Dispensa_TCLE.pdf 24/11/2016 |Fabiane Tavares Aceito
Assentimento / 15:39:59 |Carrijo
Justificativa de
Auséncia
Declaragéo de Reg_Biorrep.pdf 24/11/2016 |Fabiane Tavares Aceito
Manuseio Material 15:38:08 |Carrijo
Biolégico /

Biorepositorio /

Biobanco

Declaragéao de Carta_anuencia_HAM.pdf 24/11/2016 |Fabiane Tavares Aceito

Instituicéo e 15:37:21 | Carrijo

|

Projeto Detalhado / |Projeto_Pesquisa.pdf 24/11/2016 |Fabiane Tavares Aceito

Brochura 15:36:53 | Carrijo

Investigador

Folha de Rosto FolhaRostoAss.pdf 19/05/2016 |Fabiane Tavares Aceito
14:00:19 | Carrijo

Declaragédo de Termo_Responsabilidade_compromisso.| 18/05/2016 |Helton Estrela Aceito

Pesquisadores pdf 00:20:54 |Ramos

Declaragéo de Termo_Compromisso_Dados_Prontuari | 18/05/2016 |Helton Estrela Aceito

Pesquisadores os.pdf 00:20:26 | Ramos

Outros Equipe_detalhada.pdf 18/05/2016 |Helton Estrela Aceito
00:18:38 | Ramos
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Declaragéo de Declaracao_confidencilidade.pdf 18/05/2016 |Helton Estrela Aceito
| Pesquisadores 00:17:13 |Ramos

Outros Carta_Encaminhamento.pdf 18/05/2016 |Helton Estrela Aceito
00:15:41 |Ramos

Situacao do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
SALVADOR, 19 de Dezembro de 2016
Assinado por:
ANA PAULA CORONA
(Coordenador)
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Analise de Mutagbes na Regido Promotora do gene TERT em Carcinoma de Tireoide

Pesquisador: Helton Estrela Ramos

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 1

CAAE: 56855016.6.3001.0050

Instituicao Proponente: Universidade Federal da Bahia - UFBA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.939.949

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de estudo de corte tranversal em material de arquivo parafinizado e em prontuario de pacientes
com diagnostico de carcinoma de tire6ide entre 2010 e 2016. As justificativas para realizagao do projeto,
consideragdes éticas e metodologia encontram-se detalhadas.

Objetivo da Pesquisa:

Estabelecer a frequéncia da mutacédo do promotor do gene TERT e as associagdes entre a positividade para
mutagao do promotor do gene TERT e positividade para a mutagcdo BRAFV600E com aspectos
clinicopatolégicos tais como tamanho do tumor, ocorréncia de metastases locorregionais e a distancia,
estadiamento tumoral, subtipo histolégico, presenca de tireoidite, estratificagdo de risco de recorréncia, bem
como os dados demograficos, idade e sexo.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Nao havera contato com paciente, apenas com tecido parafinizado e dados de prontuario. Esta prevista a
constituicdo de biorepositério que ficara sob a responsabilidade dos pesquisadores do HAM Dra. Juliana
Cabral e Dr. André Leonardo, com termo de responsablidade assinado por ambos.

Enderego: Av.D.Jodo VI 332 - Unid. Oncologia Pediatrica

Bairro: 4° andar - Brotas CEP: 40.285-001
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)3357-6997 Fax: (71)3357-6997 E-mail: cep@aristidesmaltez.org.br
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Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Trata-se de projeto de intresse para conhecimento do comportamento biolégico de carcinomas de tireoide. O
estudo é retrospectivo e sera conduzido em amostras arquivadas de tecido parafinizado e em prontuario.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatodria:
Termos presentes e de acordo com as normas CEP - CONEP

Recomendacoes:

Atualizar a equipe com inclusao dos pesquisadores do Hospital Aristides Maltez que ficardo responsaveis
pelo biorepositério.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Aprovado

Consideracoes Finais a critério do CEP:

As recomendacdes ja foram esclarecidas com o Pesquisador Responsavel e Assistente. De acordo com o
Parecer do relator. O protocolo observa os principios éticos da: autonomia, beneficéncia, nao maleficéncia e
justica assim como assegura o sigilo das identidades, das informagdes e dados. Esta em conformidade
coma as resolugdes do Conselho Nacional de Saude, e os pesquisadores comprometem-se em zelar pelo
sigilo e protecao aos participantes sob todos os aspectos, garantindo assim os direitos fundamentais do
participante da pesquisa quanto a informacgao e privacidade.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 24/11/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_720795.pdf 15:46:17
Declaragéo de CARTA_RESPOSTA.pdf 24/11/2016 |Fabiane Tavares Aceito

| Pesquisadores 15:42:40 [ Carrijo
Recurso Anexado |Carta_dJustificativa_instituicao_coparticip| 24/11/2016 |Fabiane Tavares Aceito
pelo Pesquisador ante.pdf 15:40:51 [ Carrijo
TCLE / Termos de |Dispensa_TCLE.pdf 24/11/2016 |Fabiane Tavares Aceito
Assentimento / 15:39:59 |Carrijo
Justificativa de
Auséncia
Declaragéo de Reg_Biorrep.pdf 24/11/2016 |Fabiane Tavares Aceito
Manuseio Material 15:38:08 [ Carrijo

Enderego: Av.D.Jodo VI 332 - Unid. Oncologia Pediatrica

Bairro: 4° andar - Brotas CEP: 40.285-001
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Justificativa de
Auséncia

Biologico / Reg_Biorrep.pdf 24/11/2016 |Fabiane Tavares Aceito

Biorepositorio / 15:38:08 |Carrijo

Biobanco

Declaragéo de Carta_anuencia_HAM.pdf 24/11/2016 |Fabiane Tavares Aceito

Instituicéo e 15:37:21 | Carrijo

Infraestrutura

Projeto Detalhado / | Projeto_Pesquisa.pdf 24/11/2016 |Fabiane Tavares Aceito

Brochura 15:36:53 |Carrijo

LInvestigador

Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 03/06/2016 Aceito

do Projeto ROJETO_720795.pdf 08:57:32

Projeto Detalhado / | Projetos_Anexos.pdf 03/06/2016 |Helton Estrela Aceito

Brochura 08:55:49 |Ramos

Investigador

Informacgées Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 19/05/2016 Aceito

do Projeto ROJETO_720795.pdf 14:01:10

Folha de Rosto FolhaRostoAss.pdf 19/05/2016 |Fabiane Tavares Aceito
14:00:19 | Carrijo

Declaragéo de Regulamento_Biorrepositorio.pdf 19/05/2016 |Fabiane Tavares Aceito

Manuseio Material 13:58:25 |Carrijo

Biolégico /

Biorepositoério /

Biobanco

Declaragéo de Termo_Responsabilidade_compromisso.| 18/05/2016 |Helton Estrela Aceito

Pesquisadores pdf 00:20:54 | Ramos

Declaragéo de Termo_Compromisso_Dados_Prontuari | 18/05/2016 |Helton Estrela Aceito

Pesquisadores os.pdf 00:20:26 |Ramos

Outros Equipe_detalhada.pdf 18/05/2016 |Helton Estrela Aceito
00:18:38 | Ramos

Declaragéo de Declaracao_confidencilidade.pdf 18/05/2016 |Helton Estrela Aceito

Pesquisadores 00:17:13 [|Ramos

Outros Carta_Encaminhamento.pdf 18/05/2016 |Helton Estrela Aceito
00:15:41 _|Ramos

Declaragéo de Carta_Anuencia_HDPA.pdf 18/05/2016 |Helton Estrela Aceito

Instituicao e 00:15:10 |Ramos

| Infraestrutura

Declaragéo de Carta_Anuencia_HP.pdf 18/05/2016 |Helton Estrela Aceito

Instituicdo e 00:14:46 |Ramos

| Infraestrutura

TCLE /Termos de |TCLE.pdf 17/05/2016 |Helton Estrela Aceito

Assentimento / 23:43:31 |Ramos

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Enderego: Av.D.Jodo VI
Bairro: 4° andar - Brotas
UF: BA

Telefone:

332 - Unid. Oncologia Pediatrica
CEP: 40.285-001

Municipio: SALVADOR
(71)3357-6997

Fax: (71)3357-6997

E-mail: cep@aristidesmaltez.org.br
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Endereco:

LIGA BAHIANA CONTRA O

CANCER/ HOSPITAL Q@“""“ -

ARISTIDES MALTEZ LBCC/BA

SALVADOR, 23 de Fevereiro de 2017

Assinado por:
Maria do Carmo da Silva Mendes
(Coordenador)

Av.D.Jodo VI 332 - Unid. Oncologia Pediatrica

Bairro: 4° andar - Brotas

UF: BA
Telefone:

Municipio:
(71)3357-6997

CEP: 40.285-001
SALVADOR
Fax: (71)3357-6997 E-mail: cep@aristidesmaltez.org.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: RASTREAMENTO DE REARRANJOS DOS GENES NTRK EM CARCINOMA
DIFERENCIADO DE TIREOIDE DE CRIANCAS, ADOLESCENTES E ADULTOS

Pesquisador: Helton Estrela Ramos

Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 34192920.6.0000.5662

Instituicao Proponente: Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.470.375

Apresentacao do Projeto:

Este estudo tem o intuito de rastrear e determinar a frequéncia das fusGes génicas NTRK na

populacado de criangas e adolescentes atendidos com CPT no Hospital Aristides Maltez (HAM), e
simultaneamente, estabelecer correlagdo com o grau de agressividade tumoral. Atualmente, existe uma
substancia disponivel ja aprovada pela ANVISA, para o tratamento de canceres NTRK positivos. Esta
substancia é o larotrectinibe, um inibidor seletivo da TRK que foi amplamente testado em adultos e criangas
(48-52). Uma das principais novidades dessa terapia é - além do alvo - sua abordagem agnéstica do tumor.
O larotrectinibe pode ser aplicado em todos os canceres com fusdo NTRK comprovada, independentemente
da entidade tumoral e da idade dos pacientes. Nos ensaios de fase 1/2, um total de 55 pacientes foram
incluidos com diferentes fusdes NTRK. Todos os trés genes NTRK foram representados e a faixa etaria foi
de 4 meses a 76 anos. A taxa de resposta geral foi de 75%. Apés um ano, a resposta manteve-se em 71%
dos pacientes que responderam e 55% dos pacientes apresentavam sobrevida livre de progresséo.

Estudo retrospectivo de corte transversal multicéntrico envolvendo amostras tumorais de casos de CPT em

pacientes pediatricos, adolescentes ou adultos jovens com menos de 21 anos de idade, diagnosticados e
tratados entre janeiro de 2010 e margo de 2020, na Santa Casa de Misericordia

Enderegco: Miguel Calmon

Bairro: Vale do Canela CEP: 40.110-902
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)3283-8951 E-mail: cepics@ufba.br
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de Feira de Santana (SCMFS), localizado na cidade de Feira de Santana, Bahia. Foram selecionados casos
consecutivos e suas respectivas amostras tumorais resultantes de ressecg¢des cirargicas da tireoide
realizadas pelo Servico

de Cirurgia de Cabeca e Pescogo (SCCP) da SCMFS, fixadas em formalina e conservadas em blocos de
parafina. O Hospital SCMFS, CNES numero 2601680, é gerenciado pela Santa Casa de Misericordia em
Feira de Santana, Bahia e também é referéncia regional no tratamento cirurgico oncolégico. Seréo incluidos
o Hospital Aristides Maltez (HAM), o Hospital Universitario Lauro Wanderley (HULW-UFPB) e o Instituto
Integrado como instituicbes coparticipantes.

Objetivo da Pesquisa:

Gerais

Rastrear a presenca de fus6es NTRK, utilizando imunohistoquimica, em carcinoma papilifero de tireoide de
criangas, adolescentes e adultos jovens (<21 anos) atendidos na Santa Casa de Misericordia de Feira de
Santana (SCMFS).

Especificos
Determinar a prevaléncia de fus6es NTRK nos tumores do subtipo CPT detectados em criangas,
adolescentes e adultos jovens (<21 anos) atendidos na Santa Casa de Misericordia de Feira de Santana

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Quanto aos riscos: a) respeito a privacidade dos participantes, no sentido de que os autores se
comprometem a guardar sigilo sobre as informagdes coletadas tanto nas analises histopatolégicas, quanto
na revisdo dos prontuarios; b) o pesquisador responsavel estabeleceu salvaguardas seguras para
confidencialidades dos dados de pesquisa; ¢) os dados obtidos na pesquisa somente serao utilizados para o
projeto vinculado; os quais serao

mantidos em sigilo, em conformidade com o que prevé os termos da resolugdo 466/12 do Conselho
Nacional de Saude.

Beneficios:

Quanto aos beneficios: a) a avaliacdo de alteragbes genéticas das amostras tumorais podem trazer
informagdes relevantes com aplicabilidade clinica direta no manejo do cancer de tireoide do

Enderego: Miguel Calmon

Bairro: Vale do Canela CEP: 40.110-902
UF: BA Municipio: SALVADOR
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paciente, sobretudo se ha doenca metastatica ou radioiodoresistente; b) na revisdao dos aspectos
anatomopatol6gicos, pode-se gerar detalhamento mais minuncioso do laudo anatomopatolégico (como
subtipo histologico, presenga de ruptura de capsula de linfonodo cervical e quantificagdo de invasao
vascular) — dados que nao sao geralmente valorizados nos laudos anatomopatolégicos obtidos na rotina
hospitalar. Estes dados podem ter relevancia na condugéo do caso, podendo possibilitar melhor estimativa
do risco de recorréncia

tumoral.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Trata-se de solicitagdo de emenda para remogéo do Instituto Nacional do Cancer (INCA) como instituigéo
coparticipante;

2. Insergcéo do Hospital Universitario Lauro Wanderley (HULW-UFPB) e Instituto Integrado como instituigdes
coparticipantes, no tépico “Desenho do estudo e populagéo estudada”;

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
vide conclusbées

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Trata-se de solicitagao de emenda para remogao do Instituto Nacional do Cancer (INCA) como instituicdo
coparticipante; e

2. Insercéo do Hospital Universitario Lauro Wanderley (HULW-UFPB) e Instituto Integrado como instituicées
coparticipantes, no tépico “Desenho do estudo e populagéo estudada”;

Apos analise o CEP do Instituto de Ciéncias da Saude é de parecer favoravel a aprovagdo da emenda.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Tenho a satisfagao de informar que que a emenda do seu protocolo de pesquisa foi aprovado pelo CEP/ICS,
em acordo com as exigéncias estabelecidas na Resolugéo n° 466/2012 e Norma Operacional n° 001/2013
do Conselho Nacional de Saude. Deste modo, sua coleta dedados podera ser iniciada, seguindo o
cronograma estabelecidos.

Enderego: Miguel Calmon
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Ressalta-se que, conforme institui a referida resolugédo, é necessario enviar a este CEP os relatorios
semestrais pertinentes ao projeto, bem como o relatério final tdo logo a pesquisa seja concluida.

Em nome dos membros CEP/ICS, desejo-lhe pleno éxito no desenvolvimento de seu projeto.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situag@o
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_194041| 02/05/2022 Aceito
do Projeto 1_E2.pdf 03:45:19
Outros Emenda_NTRK .pdf 02/05/2022 |Helton Estrela Aceito

03:44:56 | Ramos
Projeto Detalhado / |ProjetoNTRK.pdf 02/05/2022 | Helton Estrela Aceito
Brochura 03:42:29 |Ramos
| Investigador
Declaragao de Anuencia_IT.pdf 02/05/2022 |Helton Estrela Aceito
Instituicdo e 03:32:10 |Ramos
Infraestrutura
Declaragao de Anuencia_HULW.pdf 02/05/2022 |Helton Estrela Aceito
Instituicdo e 03:31:55 |Ramos
Infraestrutura
QOutros anuencia_HAM.pdf 10/05/2021 |Helton Estrela Aceito
19:12:48 |Ramos
Outros Solicitacao_dispensa_TCLE_NTRK.odt | 14/09/2020 |Helton Estrela Aceito
21:24:52 | Ramos
Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 14/09/2020 |Helton Estrela Aceito
21:21:58 | Ramos
Declaragao de Termodeanuencialnstituicao.pdf 28/06/2020 |Helton Estrela Aceito
Instituicdo e 01:37:28 |Ramos
Infraestrutura
Declaragao de NTRKEquipedetalhadaatualizada.pdf 28/06/2020 |Helton Estrela Aceito
| Pesquisadores 01:33:41 | Ramos
Outros AnuenciaCEDAPI.pdf 28/06/2020 |Helton Estrela Aceito
01:31:40 |Ramos
Declaragao de AnuenciaSCMFSA .pdf 28/06/2020 |Helton Estrela Aceito
| concordancia 01:17:37 _|Ramos
Qutros NTRKbiorrepositorio.pdf 17/06/2020 |Helton Estrela Aceito
20:20:49 |Ramos
Outros NTRKEncaminhamento.pdf 17/06/2020 |Helton Estrela Aceito
20:18:26 | Ramos
Outros ConfidencialidadeNTRK.pdf 17/06/2020 |Helton Estrela Aceito
20:17:19 |Ramos
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TCLE / Termos de
Assentimento /
Justificativa de
Auséncia

DispensaTCLE.pdf

17/06/2020
20:10:34

Helton Estrela
Ramos

Aceito

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

SALVADOR, 15 de Junho de 2022

Assinado por:

Roberto Paulo Correia de Aratijo

Enderego: Miguel Calmon

Bairro: Vale do Canela

UF: BA Municipio: SALVADOR

Telefone: (71)3283-8951

(Coordenador(a))

CEP: 40.110-902

E-mail:

cepics@ufba.br
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