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RESUMO

Duarte AL. Analise da contribuicdo da pesquisa das mutacdes nos
genes BRAF, HRAS, NRAS, KRAS e PIK3CA em espécimes obtidos por
puncdo aspirativa por agulha fina para avaliacdo pré-operatdria de
noédulos tireoidianos. S&o Paulo; 2012. [Tese de Doutorado-Fundacao

Antonio Prudente].

Contexto: A puncédo aspirativa por agulha fina (PAAF) com andlise
citolégica é amplamente utilizada e considerada o método de escolha na
avaliacdo pré-operatéria de noOdulos tireoidianos. Porém, em
aproximadamente 20% das pungdes os achados citologicos sao
indeterminados e incapazes de distinguir o cancer dos nédulos de natureza
benigna criando dificuldades para o acompanhamento dos pacientes.
Avancos recentes em biologia molecular tém ajudado a identificar
marcadores que podem ser Uteis no diagnéstico e prognéstico dos tumores
tireoidianos. Objetivo: Avaliar a frequéncia das mutagdes dos genes BRAF,
HRAS, NRAS, KRAS e PIK3CA em espécimes de puncdo aspirativa por
agulha fina e sua contribuicdo para analise pré-operatdria de nodulos da
glandula tireoide. Material e métodos: Foram incluidos prospectivamente
100 pacientes preferencialmente portadores de resultados citolégicos
indeterminados ou positivos para malignidade com um total de 107 nddulos
tireoidianos cujos espécimes citolégicos e cirurgicos foram testados para
mutacdes somaticas dos genes BRAF, HRAS, NRAS, KRAS e PIK3CA
através da técnica do pirossequenciamento. Os valores de sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN)
dos testes genéticos e sua associagcdo com a PAAF foram determinados
com base nos resultados de diagnostico histologico. Resultados: Setenta e
cinco dos 107 nodulos tireoidianos possuiam resultados citologicos
indeterminados sendo o restante constituido por 23 malignos e 09 benignos.
A frequéncia das mutagcbes em BRAF, HRAS, NRAS, KRAS e PIK3CA em



espécimes citologicos foi de 41,1%, 7,5%, 0,9%, 4,6% e 0%
respectivamente. O teste para a mutacdo em BRAF mostrou 100% de
especificidade, VPP e aumentou a sensibilidade de 30,67% para 65,33%
guando associada a PAAF. A contribuicdo da deteccdo das mutacdes nos
outros genes (HRAS, NRAS, KRAS e PIK3CA) foi limitada pela baixa
frequéncia e pela diminuicdo da especificidade e VPP ao mostrar-se
presente em nodulos benignos. Conclusdes: A deteccdo da mutacdo em
BRAF em amostras de PAAF de tireoide € viadvel e foi capaz de aumentar
significativamente a sensibilidade do diagnéstico pré-operatoério dos nédulos
malignos e poderia, portanto, ser utilizada como ferramenta adjuvante para

diagnéstico.



SUMMARY

Duarte AL. Analysis of the contribution of the BRAF, HRAS, NRAS,
KRAS and PIK3CA mutations in fine needle aspiration biopsy
specimens for the preoperative evaluation of thyroid nodules. S&o

Paulo, 2012. [Tese de Doutorado-Fundacéo Antdnio Prudente].

Context: Fine needle aspiration (FNA) is considered the method of choice
for preoperative assessment of thyroid nodules. However, approximately
20% result in indeterminate reports adding difficulties to clinicians to manage
patients. Recent advances in molecular biology identifed biomarkers of
potential aid to diagnosis and prognosis of thyroid tumors. Objective: We
aimed to assess the frequency BRAF, HRAS, NRAS, KRAS and PIK3CA
genes mutations in FNA specimens and its contribution to preoperative
evaluation of thyroid nodules. Methods: One hundred patients with paired
FNA and surgical specimens, preferably diagnosed with indeterminate or
positive for malignancy FNA were included. A total of 107 thyroid nodules
were tested for BRAF, HRAS, NRAS, KRAS and PIK3CA somatic mutations
using pyrosequencing. Sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV)
and negative predictive value (NPV) of each test done on FNA were
determined compared to final histological diagnosis. Results: Seventy-five
out of 107 thyroid nodules were diagnosed indeterminate whereas 23 were
malignant and 9 were benign. The frequency of BRAF, HRAS, NRAS, KRAS
and PIK3CA mutations on FNA specimens was 41.1%, 7.5%, 0.9%, 4.6%
and 0% respectively. BRAF mutation showed 100% specificity and PPV and
increased FNA sensitivity from 30.67% to 65.33% . The contribution of other
mutations was limited by the low frequency, poor specificity and sporadic
false positive cases. Conclusions: The evaluation of BRAF mutation in
thyroid FNA samples is feasible and contributes significantly to increase FNA

sensitivity in preoperative diagnosis and is a helpful diagnostic tool.
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1  INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconhece cinco diferentes
subtipos histologicos de tumores originados do epitélio folicular tireoidiano.
Seus comportamentos biologicos variam de crescimento indolente, como
nos carcinomas bem diferenciados papilifero e folicular ao extremamente
agressivo como no carcinoma indiferenciado (anaplasico) (DELELLIS et al.
2004).

O céancer da tireoide representa entre 2% e 5% do total de cancer em
mulheres e menos de 2% em homens sendo a América Central, Japao e
llhas do Pacifico consideradas areas de alto risco para o desenvolvimento
do cancer da tireoide em mulheres, com uma incidéncia superior a 5 casos
novos a cada 100 mil mulheres (Ministério da Saude 2011). O Instituto
Nacional do Céancer (INCA) estima 10.590 casos novos de cancer da tireoide
no Brasil em 2012, com uma incidéncia estimada de 11 casos a cada 100
mil mulheres. Este tumor € o terceiro mais incidente nas mulheres da regido
Norte (7/100 mil), o quarto mais incidente nas regides Sudeste (15/100 mil) e
Nordeste (6/100 mil), o quinto mais incidente nas regides Sul (10/100 mil) e
0 sexto mais incidente na regido Centro-Oeste (6/100 mil) (Ministério da
Saude 2011). Estima-se que 56.460 novos casos de cancer de tireoide
ocorram em 2012 nos Estados Unidos com 3 em cada 4 casos ocorrendo
em mulheres (American Cancer Society-ACS 2012). A taxa de incidéncia

deste cancer vem aumentando desde meados da década de 1990. Em um



relatério com base no banco de dados do Surveillance Epidemiology and
End Results (SEER) no periodo entre 1992 a 2009, a incidéncia do
carcinoma papilifero aumentou de 5,8 para 13,6 por 100 mil em ambos o0s
sexos. Desde 2004, as taxas de incidéncia vem aumentando em 5,5 % por
ano nos homens e 6,6 % por ano nas mulheres (NCI 2012). Este aumento
parece estar relacionado a melhor deteccédo de estagios iniciais através de
meétodos sensiveis de imagem e bidpsia aspirativa por agulha fina (DAVIES
e WELCH 2006; ASCHEBROOK-KILFOY et al. 2011).

Estima-se que 1.780 mortes por cancer de tireoide ocorram em 2012
nos EUA (ACS 2012). De 2004 a 2008, a taxa de morte por este cancer
aumentou ligeiramente de 0,47 (por 100.000) para 0,50 nos homens e de
0,47 para 0,52 nas mulheres (ACS 2012).

O carcinoma papilifero é o subtipo mais freqiente de carcinoma da
tireoide, correspondendo a cerca de 80% dos casos, tem carater esporadico
em cerca de 95% dos casos e familiar nos 5% restantes (ROSAI et al. 1994;
DELELLIS et al. 2004; KEBEBEW et al. 2007; SIPOS e MAZZAFERRI
2010). Manifesta-se mais freqientemente em adultos entre 20 e 50 anos
com predominio do sexo feminino (4:1) (DELELLIS et al. 2004) e € um
achado fortuito em 10 % das necropsias (YAMAMOTO et al. 1990).

A apresentacéo inicial do cancer de tireoide € normalmente como um
nodulo. Nodulo tireoidiano palpavel € um achado relativamente comum,
encontrado em 4% a 7% da populacdo adulta da América do Norte
(HEGEDUS 2004) e nodulos menores podem ser detectados por ultra-

sonografia em um terco ou mais dos adultos assintomaticos (BRANDER et



al. 1991; BRUNETON et al. 1994). Devido a baixa prevaléncia de
malignidade em nodulos tireoidianos solitarios (cerca de 5% em adultos)
(WERK et al. 1984; BELFIORE et al. 1989; HEGEDUS 2004), o desafio
primario € identificar a minoria dos nédulos que séo malignos.

A puncdo aspirativa por agulha fina com analise citolégica é o
principal método diagnostico pré-operatério (YANG et al. 2007). Sua
principal limitacdo inclui os cerca de 15-20% dos casos onde os achados
citolégicos sdo indeterminados para malignidade (BALOCH et al. 2008). A
falta de diagndstico definitivo dificulta a conducéo clinica e frequentemente
leva a cirurgias para nodulos que se mostram benignos a histologia.

O NCI através da “NCI Thyroid FNA State of the Science Conference”
em Bethesda, recentemente formulou consensualmente uma recomendacao
para uniformizar os termos a serem utilizados em laudos citolégicos de
nédulos tireoidianos baseada em um sistema de notificacdo com 6
categorias diagnésticas com diferentes riscos de malignidade: |- Nao
diagndstico/Insatisfatorio, 1lI- Benigno, Ill- Atipia de significado indeterminado
ou Leséao folicular de significado indeterminado (ASI/LFSI), IV- Neoplasia
folicular ou Suspeito para neoplasia folicular (NF/SNF), V- Suspeito para
malignidade (SM) e VI- Maligno. A vantagem desta nomenclatura é a melhor
padronizacdo dos laudos com riscos de malignidade atribuiveis a cada

categoria, que auxiliam na deciséo clinica (Tabela 1) (CIBAS et al. 2009).



Tabela 1 - Sistema Bethesda para relatorio citopatolégico de tireoide com
risco de malignidade implicito e manuseio clinico recomendado

Categoria Diagnéstica Risco de Malignidade Manuseio Clinico*
(%)
I- Nao diagnéstico 1-4 Repetir PAAF guiada por
/Insatisfatorio ultrassom
II- Benigno 0-3 Seguimento clinico
lll- Atipia de significado ~5-15%* Repetir PAAF

indeterminado/Leséao
folicular de significado
indeterminado

IV- Neoplasia folicular/ 15-30 Lobectomia
Suspeito para neoplasia

folicular

V- Suspeito para 60-75 Tireoidectomia total ou
malignidade Lobectomia***

VI- Maligno 97-99 Tireoidectomia total***

PAAF: Puncéo aspirativa por agulha fina, * O manuseio clinico pode depender de outros
fatores (p. ex: clinicos e ultrassonograficos) além da interpretagdo da PAAF, **Estimativa
extrapolada a partir de dados histopatoloégicos de pacientes com "resultados atipicos
repetidos”, ***No caso de "suspeito de tumor metastatico" ou um resultado "maligno",
indicando tumor metastatico, ao invés de uma malignidade priméria da tireoide, a cirurgia

ndo pode ser indicada.

A adocdao deste sistema tem demonstrado facilitacdo na comunicacéo
entre citopatologistas, endocrinologistas, cirurgides, radiologistas e outros
prestadores de servico de saude. Ele permite melhora na correlacéo cito-
histologica, investigagdo da epidemiologia, biologia molecular e patologia
das doencas da tireoide e o compartilhamento facil e seguro de dados entre
laboratorios diferentes com possibilidade de desenvolvimento de estudos
colaborativos nacionais e internacionais.

O tratamento utilizado para o cancer bem diferenciado da tireoide é



cirdrgico complementado ou ndo por radioiodoterapia. A cirurgia pode variar
de tireoidectomia parcial a tireoidectomia total, com ou sem disseccéo de
linfonodos regionais. O tratamento de cada caso é definido por fatores
preditivos de risco elevado para recorréncia e incluem:
1 Dados do paciente:

* Idade < 15 anos ou > 45 anos

» Sexo masculino

* Historia familiar de cancer da tireoide
2 Caracteristicas do tumor:

* Tumor > 4 cm de didmetro

* Doenca bilateral

» Extensao extratireoidiana

* Invasao vascular

« Linfonodos cervicais ou mediastinais acometidos

» Algums subtipos e variantes tumorais: Hurtle, células altas, colunar,

esclerosante difusa e insular

* Atipia nuclear acentuada, necrose tumoral e invaséo vascular

* Baixa ou nenhuma captacao de iodo no tumor ou nas metastases

» Metastases a distancia

A American Thyroid Association-ATA (2009), em seu recente artigo de
revisao de orientacbes para o0 manuseio de pacientes portadores de nodulos
tireoidianos faz as seguintes recomendacdes: pacientes com nodulo solitario
indeterminado que preferem um procedimento cirdrgico mais limitado podem

ser submetidos a lobectomia como abordagem cirargica inicial. A



tireoidectomia total é indicada em pacientes com ndédulos indeterminados
quando maiores do que 4 cm, presenca de acentuada atipia na PAAF,
nodulo classificado como “suspeito para malignidade," em pacientes com
historia familiar de carcinoma da tireoide ou de exposicdo a radiacao.
Pacientes com nodulos indeterminados que tém doenca nodular bilateral, ou
agueles que preferem se submeter a tireoidectomia total para evitar uma
possivel necessidade de uma cirurgia futura no lobo contralateral, também
podem ser submetidos a tireoidectomia total ou quase total. Para os
pacientes com cancer de tireoide > 1 cm, o procedimento cirdrgico inicial
deve ser a tireoidectomia total ou quase total, a menos que hajam contra-
indicacdes para esta cirurgia. Idade avancada (> 45 anos), pode também ser
um critério para recomendacdo da tireoidectomia total ou quase total,
mesmo com tumores <1-1,5 cm, devido ao aumento das taxas de
recorréncia nesta faixa etaria (RUBINO et al. 2003). O aumento da extenséo
da cirurgia primaria pode melhorar a sobrevida de pacientes de alto risco
(SAMAAN et al. 1992) e de baixo risco (BILIMORIA el al. 2007). Um estudo
de mais de 50.000 pacientes com Carcinoma papilifero encontrou na analise
multivariada que a tireoidectomia total melhora significativamente os indices
de recorréncia e taxas de sobrevida de tumores > 1,0 cm (BILIMORIA el al.
2007). Quando analisados separadamente, até mesmo pacientes com
tumores medindo entre 1,0 e 2,0 cm que se submeteram a lobectomia,
tiveram um risco 24% maior de recorréncia com 49% maior risco de
mortalidade por cancer de tireoide (p = 0,04 e p <0,04, respectivamente)

(BILIMORIA el al. 2007). Outros estudos também demonstraram que as



taxas de recorréncia sao reduzidas entre os pacientes de baixo risco que
foram submetidos a tireoidectomia total ou quase total (SHAHA et al. 1997,
SANDERS e CADY 1998; HAY et al. 2002). Lobectomia pode ser suficiente
para o0 tratamento de pequenos nodulos, de baixo risco, unifocal,
intratireoidianos, na auséncia de irradiacdo prévia de cabeca e pescoco ou
metastases cervicais nodais detectadas clinica ou radiologicamente. O
argumento a favor da cirurgia parcial € a menor taxa de complicacdes (leséo
definitiva do nervo laringeo recorrente e hipoparatireoidismo definitivo).
Apesar disso, alguns autores defendem a tireoidectomia total argumentando
gque nao existem evidéncias na literatura de que pacientes com tecido
tireoidiano remanescente possam ser acompanhados de forma segura por
longo prazo, além da possibilidade de presenca de doenca microscoépica no
lobo oposto, facilitagdo do seguimento com dosagem de tireoglobulina e a
alta taxa de complicacbes em eventuais reoperacdes (WARD et al. 2006;
SHAHA 2000).

Sabe-se que diferentes eventos genéticos correlacionam-se com o
desenvolvimento dos carcinomas papiliferos e foliculares e que o carcinoma
indiferenciado pode se originar de um carcinoma bem diferenciado atraves
de mdultiplos processos de mutacdo e expansdo clonal (WYNFORD-

THOMAS 1997; KONDO et al. 2006) (Figura 1).
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Figura 1 - Modelo de carcinogénese de neoplasias da tireoide. O modelo
proposto de carcinogénese da tireoide é baseado em conceitos gerais e vias especificas.
Baseado em observacdes clinicas, histoldgicas e moleculares; trés diferentes vias sao
propostas para a proliferacdo neoplasica de células foliculares da tireoide, incluindo o
adenoma folicular da tireoide hiperfuncionante (tumores que sdo quase sempre benignos
sem propensdo para progressdo), carcinoma folicular e papilifero da tireoide. Defeitos
genéticos que resultam em ativagdo do RET ou BRAF representam eventos recentes,
inicializadores que podem estar associados com exposicdo a radiagdo. A hipoexpresséo do
inibidor ciclina dependente quinase p27 e a superexpressao de ciclina D1 sédo fortes
preditores de metastases linfonodais em carcinomas papiliferos da tireoide. Considera-se
que a maioria dos carcinomas pouco diferenciados e indiferenciados da tireoide sao
derivados de um carcinoma bem diferenciado pré-existente com eventos genéticos adicionais,

incluindo a acumulag&o nuclear de beta-catenina (que é codificada pelo gene CTNNBL1) e inativagao
do p53.

Avancos em biologia molecular tém ajudado a identificar marcadores
gue sao possiveis indicadores de agressividade de tumores tireoidianos.

Mutacdes no gene BRAF foram identificadas como responséaveis pela
ativacdo da via MAPK (Mitogen-activated protein kinase) em céancer da
tireoide. O BRAF que é um proto-oncogene situado no locus 7934 codifica
uma serina / treonina quinase que regula sinais de transducdo na cascata

RAS - RAF - MEK - ERK (Figura 2).
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Figura 2 - Vias de sinalizacdo celular em células foliculares. As células

Cell differentiation
- Cellproliferation

foliculares da tireoide expressam receptores de membrana celular de hormdnio estimulador
da tireoide (TSH)- séo receptores transmembrana acoplados a proteina G. O TSH ativa este
receptor e proteinas G, como a GS, na superficie celular de células foliculares e induz a
producéo intracelular de AMP ciclico (cCAMP) através da adenilil ciclase. cAMP estimula a
proteina quinase A dependente de cAMP (PKA) que entdo fosforila proteinas alvo
citoplasmaticas e nucleares. Um substrato da PKA é o fator de transcricdo nuclear CREB,
que ativa a transcri¢cdo dos genes responsivos ao cCAMP depois de ser fosforilado pelo PKA.
Fatores de crescimento (GF) induzem a dimerizacdo de receptores de tirosina quinase
(RTK) resultando na fosforilizacdo de residuos de tirosina especificos no citoplasma. Em
cooperacdo com adaptadores do receptor, RTK fosforilado ativa o Ras pela catalizacdo da
substituicdo do GDP por GTP. Nesta forma GTP-bound, o RAS ativa a atividade quinase do
BRAF e sua cascata de sinalizacdo. O BRAF fosforila a MAPK , MEK, que fosforila e ativa
ERK (extracellular-signalregulated kinase). O ERK ativado migra para o nucleo onde
fosforila e ativa varios fatores de transcricdo que estdo envolvidos em proliferacdo e

diferenciagéo celular como o MYC e ELK1.

A mutagao no gene BRAF ocasiona um ganho de funcao e leva a uma
rota alternativa para ativacdo aberrante do ERK implicando na tumorigénese
de varios canceres humanos como, por exemplo, melanoma e carcinoma do

cOlon. Mutacdes no gene BRAF sao restritas ao dominio quinase localizadas

nos exons 11 e 15 (TROVISCO et al. 2006). A mutacdo BRAF Y®%F na
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posicdo do nucleotideo 1799 é uma transversdo de uma timina por uma
adenina que resulta em uma conversdo de valina a glutamato e causa
ativacdo da BRAF guinase independente da ativacdo do RAS.

O gene BRAF mutado é encontrado em carcinomas papiliferos em
cerca de 40% dos casos, variando entre 18 a 87% nos diferentes estudos e
estdo correlacionados com casos que apresentam metastases a distancia e
estadio clinico mais avancado (KIMURA et al. 2003; FUKUSHIMA et al.
2003; XING 2005). E encontrado também em mais de 13% dos carcinomas
pouco diferenciados e em 35% dos carcinomas indiferenciados (KONDO et
al. 2006). Ha forte evidéncia clinica de que essa mutacdo esta presente
apenas em carcinoma papilifero e em alguns carcinomas anaplasicos
(talvez derivados de carcinoma papilifero), mas nunca em carcinoma
folicular, neoplasias benignas da tireoide e carcinoma medular da tireoide
(MACIEL et al 2005). Mais frequentemente a mutagdo € observada em
pacientes com idade mais avancada e diferencas em género ainda sao
controversas. Existe uma alta prevaléncia da mutacao na variante de células
altas do carcinoma papilifero (55-100 %) enquanto ha baixa prevaléncia na
variante folicular (7-14 %) (KONDO et al. 2006). A frequéncia de mutagdes
do BRAF em carcinomas indiferenciados de tireoide com componente
papilifero €& significantemente maior (60-78%) do que aqueles sem tal
componente (0-4%) (QUIROS et al. 2005; KONDO et al. 2006). A expressao
de BRAF Y% em células da tireoide de ratos transgénicos resultam em
carcinoma papilifero com aspectos de células altas e focos de pouca

diferenciacdo (KNAUF et al. 2005). Desta maneira, tem sido proposto que a
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mutacdo do BRAF esta relacionada a um comportamento mais agressivo
dos carcinomas papiliferos da tireoide.

Trés genes RAS humanos, NRAS (localizado no cromossomo
1p13.2), HRAS (11p15.5) e o KRAS (12pl2.1) estdo frequentemente
envolvidos em tumorigénese. Mutagdes no gene RAS produzem proteinas
RAS constitutivamente ativas (p21lras) que sdo chave para transducéo de
sinais intracelulares que podem ativar muitas vias, entre elas a via RAF-
MEK-ERK e a via AKT (BOS 1989; PEYSSONNAUX e EYCHENE 2001).
Mutacbes pontuais afetando o dominio de ligacdo com GTP (guanosina
trifosfato) nos codons 12/13 ou o dominio da GTPase no cédon 61,
determinam a substituicdo de residuos aminoacidos especificos que dédo a
p2lras uma forma GTP-ligante resultando em uma ativacdo constitutiva da
proteina e consequente desenvolvimento tumoral (BOS 1989).

MutacBes do RAS sdo particularmente prevalentes em carcinoma
folicular da tireoide, adenoma folicular da tireoide e menos frequentemente
em carcinomas papiliferos (KONDO et al. 2006; VASKO et al. 2003). Alguns
argumentam que a presenca da mutacdo do RAS em tumores benignos €&
um evento precoce na tumorigénese da tireoide (NAMBA et al. 1990). Sua
prevaléncia em carcinoma papilifero da tireoide varia muito entre séries,
sendo relativamente rara (0 a 16%) em carcinoma papilifero classico
(LAZZERESCHI et al. 1997; SUGG et al. 1999; NIKIFOROVA et al. 2003;
VASKO et al. 2003) e mais frequente (mais de 25%) em carcinomas
papiliferos da tireoide variante folicular (ZHU et al. 2003; ADENIRAN et al.

2006; DI CRISTOFARO et al. 2006). As mutacOes associadas com tumores
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de tireoide envolvem predominantemente o cédon 61 dos genes NRAS e
HRAS (VASKO et al. 2003; ZHU et al. 2003; DI CRISTOFARO et al. 2006).
Genes RAS, notadamente o NRAS, sdo consistentemente mutados em
tumores de tireoide pouco diferenciados. A prevaléncia de mutagcées do RAS
varia entre 18 e 63% em carcinomas pouco diferenciados e entre 4 e 60%
em carcinomas anaplasicos da tireoide (MANENTI et al. 1994; BASOLO et
al. 2000; GARCIA-ROSTAN et al. 2003). Tais mutacdes estdo associadas
com tumor de fendtipo agressivo, de pior prognostico (GARCIA-ROSTAN et
al. 2003) e com o aparecimento de metastases hematogénicas,
particularmente metastases 6sseas (MANENTI et al. 1994; BASOLO et al.
2000).

Devido a associacdo encontrada entre mutacdes do RAS e
prognéstico reservado em carcinomas de tireoide pouco diferenciados e
anaplasicos, WANG et al. (2007) propdem que uma atencdo especial deve
ser dada aos carcinomas de tireoide bem diferenciados, particularmente o
carcinoma folicular, que apresentam a mutacéo do RAS (HOU et al. 2007).

O gene PIK3CA, localizado no cromossomo 3q26.3, codifica uma
subunidade catalitica p110 alfa de uma classe IA fosfatidilinusitol 3* -quinase
(PI3K) que é um componente da via PTEN/PI3K/AKT que regula processos
celulares fundamentais relacionados a tumorigénese, incluindo progressao
do ciclo celular, sobrevivéncia celular, adesdo, motilidade, capacidade de
invasdo e angiogénese (CANTLEY e NEEL 1999; SANSAL e SELLERS
2004). A via do PI3K esta ativada em carcinomas da tireoide através da

ativacao constitutiva de moléculas estimulatorias (p.ex: RAS) e/ou pela perda
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de expressao ou funcgéao inibitoria da proteina PTEN resultando em ativacéo
do AKT. O PTEN esta frequentemente inativado (> 50%) dentre os
carcinomas de tireoide de estadio avancado como nos carcinomas
anaplasicos (DAHIA et al. 1997; HALACHMI et al. 1998; BRUNI et al. 2000;
GIMM et al. 2000; WENG et al. 2001; FRISK et al. 2002) e a ativacdo do
AKT estéa correlacionada com invasédo e metastases tumorais (RINGEL et al.
2001; VASKO et al. 2004). Devido a perda de funcdo do PTEN ser um passo
critico na progressdo do cancer de tireoide, é razoavel a hipbétese que a
ativacdo do PI3K através de mutacBes que levam a um ganho de funcao
possam ter efeitos similares. De fato, recentemente tem sido relatado que
mutacBes somaticas na subunidade catalitica do PI3K sdo comuns (25-40%)
dentro de céanceres colo-retais, gastricos, mamarios, ovarianos e tumores
cerebrais de alto grau e que sdo encontradas principalmente nos exons 9 e
20 (BRODERICK et al. 2004; CAMPBELL et al. 2004; SAMUELS et al. 2004;
LEE et al. 2005; LEVINE et al. 2005; SAAL et al. 2005).

A patogénese do cancer de tireoide envolve um espectro de eventos
moleculares que deixam uma assinatura capaz de ser detectada. Esforgcos
coordenados e intensos de pesquisa tém focado nestes marcadores de
tumorigénese e sdo uma grande promessa para melhorar a acuracia de
diagnostico pré-operatorio destes tumores. Uma técnica utilizada é a de c-
DNA microarray onde centenas de genes sédo analisados com o objetivo de
diferenciar processos ndo neoplasicos de neoplasicos benignos e malignos
(FINLEY et al. 2005). Um estudo recente de expressdo génica identificou

malignidade corretamente em 78 de 85 nodulos classificados como
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suspeitos na citologia com 92% de sensibilidade e 52% de especificidade.
Os valores preditivos negativos para as classes diagndsticas "atipia de
significado indeterminado”, "neoplasia folicular ou suspeito para neoplasia
folicular”, ou "Suspeito para malignidade” foram de 95%, 94%, e 85%,
respectivamente (ALEXANDER et al. 2012).

O perfil de metilacio do DNA € outro potencial marcador para
diferenciar o cancer de tireoide de nddulos benignos. Quando cinco genes
(CALCA, CDH1, TIMP3, DAPK, and RARbeta2) foram analisados, o método
de deteccdo de metilacdo aberrante de DNA apresentou uma sensibilidade
pré-operatoria de deteccdo de cancer de tireoide de 68%, especificidade de
95%, acuracia de 77% e valor preditivo negativo de 60%. Entre os pacientes
com PAAF indeterminada, a acuracia aumentou em 80% (HU et al. 2006).

Algoritmos clinicos atuais com o objetivo de identificar os nédulos com
indicagdo cirargica permanecem com muitas imprecisbes. Conforme a
biologia molecular da carcinogénese da tireoide fica mais clara,
biomarcadores mais sensiveis e mais especificos sdo revelados e poderdo
ser usados como adjuvantes de um melhor planejamento terapéutico e
prognaostico de pacientes com nddulos de tireoide.

O pirossequenciamento tem sido considerado uma das técnicas mais
sensiveis e rapidas para deteccdo de mutaces genéticas pontuais. E um
meétodo que identifica o alelo mutante separadamente do alelo “wild-type”
(selvagem) e pode detectar a mutacdo quando pequenas quantidades do
alelo mutante estdo presentes, como por exemplo, em material obtido por

PAAF (JO et al. 2008). O pirossequenciamento é uma abordagem baseada
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no monitoramento em tempo real da sintese do DNA. A reacdo de
pirossequenciamento é catalisada por 4 enzimas: DNA polimerase, ATP
sulfurilase, luciferase e apirase. Apos o anelamento do iniciador, a cada
nucleotideo incorporado, pela atividade da DNA polimerase, ocorre a
liberacdo de fosfato inorganico (PPi), substrato da ATP sulfurilase para a
producdo de ATP. Este por sua vez reage com a luciferase produzindo luz,
cuja intensidade é proporcional a quantidade de nucleotideos incorporados.
A apirase degrada os nucleotideos ndo incorporados e o excesso de ATP
(NORDSTROM et al. 2002; AGAH et al. 2004; AHMADIAN et al. 2006). Este
método apresenta vantagens de custo e tempo sobre os métodos de
sequenciamento convencionais e, portanto, pode ser uma ferramenta util no
diagnéstico pré-operatério dos pacientes (KIM et al. 2008).

Embora todas estas vantagens sejam claras, o wuso do
pirossequenciamento ndo € uma rotina aplicada nas puncdes aspirativas e
sua validacédo é de grande interesse clinico. No departamento de Anatomia
Patologica do Hospital AC Camargo este método ja esta padronizado em
rotina para pesquisa de diversas mutagces em outros tumores, inclusive a

pesquisa das mutacdes de BRAF e KRAS em carcinomas do colon.
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar da puncéo aspirativa por agulha fina ser a ferramenta mais
usada para a avaliacdo de nddulos tireoidianos, seu diagnoéstico preé-
operatério apresenta imprecisao em cerca de 20% de resultados (“suspeitos”
ou “indeterminados”) o que leva um grande numero de pacientes a uma
cirurgia desnecessaria. Por isso, outros métodos adjuvantes objetivos, de
maior sensibilidade e especificidade, como a abordagem diagndstica
baseada em alteracdes moleculares, podem contribuir para uma melhor
acuracia diagnostica e planejamento terapéutico dos pacientes portadores

de nédulos tireoidianos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar a frequéncia das mutacdes dos genes BRAF, HRAS, NRAS,

KRAS e PIK3CA em espécimes de puncdo aspirativa por agulha fina e sua

contribuicdo para analise pré-operatéria de nddulos da glandula tireoide.

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Implementar a técnica de pirossequenciamento para uso na rotina da
investigacdo da pesquisa da mutacdo dos genes BRAF, HRAS,
NRAS, KRAS e PIK3CA em espécimes de puncdo aspirativa por
agulha fina no Hospital A.C. Camargo;

Estudar a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e
negativo da pesquisa das mutacdes de BRAF, HRAS, NRAS, KRAS e
PIK3CA no material obtido por puncdo aspirativa de ndodulos
tireoidianos, tendo como grupos comparativos os casos de resultado
indeterminado, os definitivamente benignos e os definitivamente
malignos pelo critério citolégico com o estudo histolégico pareado dos
espécimes de tireoidectomia;

Avaliar as caracteristicas clinicas e anatomopatolégicas dos tumores

com mutacdes do BRAF, HRAS, NRAS, KRAS e PIK3CA;
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Criar no servico de Anatomia Patologica do Hospital A.C.Camargo um
protocolo de analise de alteracbes moleculares em puncdes
aspirativas por agulha fina indeterminadas que auxilie no diagndstico

pré-operatorio e conduta dos nodulos tireoidianos.



4

19

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo de coorte prospectivo com pacientes

portadores de doenca nodular da tireoide tratados no Hospital A.C. Camargo

no periodo entre abril/2009 e julho/2011.

4.1

4.2

CRITERIOS DE INCLUSAO

Pacientes de qualgquer sexo e idade portadores de nddulos
tireoidianos Unicos ou multiplos com indicacdo clinica de puncéo
aspirativa;

PAAF da glandula tireoide realizada nos servicos de Imagem ou
Anatomia Patolégica do Hospital A.C. Camargo;

Tireoidectomia total ou parcial realizada no Hospital A.C. Camargo.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Material de PAAF considerado insatisfatorio ou insuficiente para
analise citopatoldgica;

Indisponibilidade de material citolégico excedente para a realizacao
dos estudos moleculares;

Indisponibilidade de espécime cirdrgico emblocado em parafina

arquivado nas dependéncias do departamento de Anatomia
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Patoldgica do Hospital A.C. Camargo;
o Casos com DNA insuficiente por quantidade e/ou qualidade para

realizacdo dos testes moleculares.

4.3 AMOSTRAS

4.3.1 Puncdao Aspirativa por Agulha Fina (PAAF)

As amostras citoldgicas foram obtidas seguindo procedimento
padronizado, usando seringas com agulhas de 22 a 27 gauge em até no
maximo quatro repeticdes por nddulo com indicacéo clinica de puncédo para
0s pacientes encaminhados ao setor de Imagem do Hospital A.C. Camargo.
Noédulos tireoidianos de pacientes com PAAF em outro servico e cirurgia no
Hospital AC Camargo foram puncionados nos espécimes cirdrgicos (ex vivo)
encaminhados para exame intra-operatorio no departamento de Anatomia
Patoldgica, seguindo procedimento mais proximo possivel da coleta in-vivo.
Todos os aspirados foram conservados em fixador especifico (ThinPrep®;
Cytyc Corporation, Marlborough, MA) e as laminas preparadas segundo o
protocolo sugerido pelo fabricante. Este método de conservacdo é
amplamente utilizado no mundo para exames citopatoldgicos da tireoide,
com a vantagem de conservar a morfologia das células para o diagndstico e
também a qualidade do DNA (STAMATAKI et al. 2008). O frasco contém 20
ml de conservante e apenas uma parte deste foi utilizado para a preparagao
de uma lamina em monocamada em equipamento especifico, para o estudo

diagnéstico. Apo6s o diagndstico rotineiro, o excedente da amostra foi
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estocado em geladeira entre 2 e 7 °C para extracdo do DNA e para a
pesquisa da mutagcédo dos genes BRAF, HRAS, NRAS, KRAS e PIK3CA sem
a necessidade de uma coleta adicional.

Para identificacdo precisa dos nddulos previamente puncionados em
servico externo, foram também utilizados dados de exames ultra-
sonogréficos e laudos citopatologicos externos referentes ao(s) ndédulo(s) em

estudo presentes nos prontuarios dos pacientes.

4.3.2 Citologia

Os esfregacos foram avaliados por ocasido do diagnostico citolégico
da rotina do laborat6rio de patologia e arquivados. Posteriormente, todas as
laminas foram resgatadas do arquivo do departamento de Anatomia
Patoldgica, revistas pelo aluno (A.L.D) e classificadas de acordo com o
Sistema Bethesda para diagnésticos citopatologicos de tireoide (CIBAS et
al. 2009) na seguintes categorias:
|. N&o diagndstico/lnsatisfatério
[I. Benigno
lll. Atipia de significado indeterminado ou Lesao folicular de significado
indeterminado
IV. Neoplasia folicular ou Suspeito para neoplasia folicular
V. Suspeito para malignidade
VI. Maligno

Os casos com diagnosticos divergentes entre rotina e revisao foram

submetidos a consulta do orientador (V.P.A) e classificados de maneira
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consensual. O espécime foi qualificado como satisfatorio na presenca de ao
menos 6 grupos de células epiteliais com no minimo 10 células por grupo
(GOELLNER et al. 1987; GRANT et al. 1989). Os pacientes com citologia
indeterminada foram objeto principal deste estudo (casos), e nodulos
benignos e malignos a PAAF (controles) foram incluidos para célculo da
sensibilidade, especificidade e valores preditivos positivos e nhegativos.
Como apenas raramente pacientes portadores de nodulos benignos sdo
encaminhados para cirurgia, 0s nddulos benignos presentes em espécimes
de tireoidectomia por nodulo maligno ou indeterminado contribuiram para

compor o grupo de nédulos benignos.

4.3.3 Histologia

Todos o0s espécimes cirtrgicos foram fixados em formalina
tamponada 10% por um tempo entre 12 e 48 horas e encaminhados ao
departamento de Anatomia Patolégica para processamento histolégico e
inclusdo em blocos de parafina seguindo procedimento padrdo do
departamento de Anatomia Patoldgica.

Os blocos de parafina foram entdo submetidos a recortes de 5
micrometros de espessura, corados em hematoxilina-eosina (HE) para
preparo das laminas e exame histologico. Os aspectos cito-arquiteturais de
cada caso foram avaliados pelo patologista responsavel pela liberacdo do
caso. Posteriormente, todos os blocos e laminas foram resgatados do
arquivo do departamento de Anatomia Patoldgica, sendo realizados novos

cortes histolégicos para este estudo que foram entdo revistos pelo aluno
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(A.L.D.) para a classificacdo histologica segundo critérios da OMS (2004)
(Anexo 1). Os casos com diagnosticos divergentes entre o resultado oficial e
a revisdo foram reavaliados pelo orientador (V.P.A) e classificados de
maneira consensual. O estadiamento foi realizado de acordo com a sétima
edicdo da Classificagdo de Tumores Malignos segundo o American Joint

Committee on Cancer AJCC (EDGE et al. 2010) (Anexo 2).

4.3.4 Dados clinicos

Os dados clinicos foram coletados por meio de consulta aos
prontuarios em colaboracdo com o Departamento de Cabeca e Pescoco do
Hospital A.C. Camargo seguindo um Protocolo de Avaliacdo Clinica de
pacientes portadores de Doenca Nodular Tireoidiana elaborado para este

estudo (Anexo 3).

4.3.5 Extracdo de DNA dos espécimes citolégicos

As laminas de citologia preparadas através do método “Thinprep” do
material remanescente de puncdo foram raspadas e o DNA extraido
utilizando-se QlAamp DNA Micro Kit (Qiagen®) segundo o protocolo
sugerido pelo fabricante (Anexo 4). A quantificacao foi feita utilizando-se 1l
de DNA no espectrofotdmetro Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies,
Wilmington, DE) em comprimento de onda 260/280 e 260/230 e a qualidade

do DNA foi checada em gel de agarose.
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4.3.6 Extracdo de DNA dos espécimes cirurgicos emblocados em
parafina

Foram realizados cortes histologicos dos blocos de parafina fixados
em laminas silanizadas (08 laminas com 5-10 ym de espessura para cada
bloco) que foram estocadas a -20°C. Posteriormente, realizou-se a
desparafinizacdo e extracdo do DNA seguindo o protocolo especifico
sugerido no kit QlAamp DNA FFPE Tissue (Qiagen®) para material fixado
em formalina e emblocado em parafina (Anexo 5). A quantificacdo foi feita
utilizando-se 1ul de DNA no espectofotbmetro Nanodrop ND-1000
(Nanodrop Technologies, Wilmington, DE) em comprimento de onda

260/280 e 260/230 e a qualidade do DNA foi checada em gel de agarose.

4.4 AVALIACAO DO GENE BRAF

O ensaio foi desenvolvido para a genotipagem do cédon 600 (exon
15) do gene BRAF (Human v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog
B1) localizado no cromossomo 7 para avaliagdo da transversdo de uma

timina (T) por uma adenina (A).

4.4.1 Sequéncia exdnica (exon 15 - gene BRAF)
TATRTAGGCTAAATAGAACTAATCATTGTTTTAGACATACTTATTG

ACTCTAAGAGGAAAGATGAAGTACTATGTTTTAAAGAATATTATATTACA

GAATTATAGAAATTAGATCTCTTACCTAAACCTTCATAATGCTTGCTCTG

ATAGGAAAATGAGATCTACTGTTTTCCTTTACTTACTACACCTCAGATAT
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ATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAAWAGGTGATTTTGGTCTAGCT
ACAGT/AGAAACTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCT
GGATCCATTTTGTGGATGGTAAGAATTGAGGCTATTTTTCCACTGATNA

AATTTTTGGCCCTGAGATGCTGCTGAGTTACTAGAAAGTCTTGAAGGTC

TCAACTATAGTATTTTCATAGTTCCCYGTATTCACAAAAATCAGTGTTCT

TATTTTTTATGTAAATAGATTTTTTAACTTTTTTCTTTACCCTTAAAACGAA
TATTTT

Destaques:

> T/A (rs113488022): mutacao alvo

A mutacdo alvo (rs113488022) foi analisada utilizando-se os primers
ADS871 (EpigenDx®). A selecédo de primers para a amplificacdo especifica
de fragmentos do gene BRAF foi realizada tendo como base os registros
sobre sequéncias de genes depositadas no banco de dados do GenBank

(BENSON et al. 2011).

4.4.2 PCR - BRAF

Cada reacgéo de PCR continha 1-5 ng de DNA gendmico (Tabela 2).
Os ciclos foram realizados em uma maquina de PCR Eppendorf
Mastercycler Gradient (Brinkman Instruments, Westbury, NY) da seguinte
maneira: 94°C por 5 min, 45 ciclos de 94°C por 30 s, 58°C por 30 s, 72°C
por 30 s, e finalmente 5 min & 72°C. A amplificacédo da regido especifica foi
verificada pela visualizagdo do amplicon em um gel de agarose a 2%
(Figura 3) contendo 2g de agarose ultrpura (Invitrogen) para cada 100 Ml de

tampdo TBE 0,5X cuja composicdo em solugdo 10X foi a seguinte: Tris
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(CAS# 37186) 107,81 g/l (0,89 M), EDTA (CAS# 60004) 5,8 g/l (0,02 M) e
Acido borico (CAS# 11280) 55,0 g/L (0,89 M). Apo6s amplificacéo
confirmada, os produtos foram submetidos a reacdo de

pirossequenciamento.

Amplicon para gene BRAF com 110Pb Cc+

OO T DO DD DD DOSED @

Figura 3 - Gel de agarose 2% de amostras de DNA amplificadas por PCR

para o gene BRAF.

Tabela 2 - Protocolo - PCR para BRAF com distribuicdo dos componentes e
suas respectivas quantidades.

COMPONENTE Quantidade(15 pl)

10X tampéo - PCR (15mM MgCI2) 1,5 pl (1X)

25 mM MgCI2 0 pl (1,5 mM conc. final)
10 mM dNTPs 0,3 pl (200 uM cada)

10 yM ADS871FPB 0,3 ul (3 pmol)

2,5 yM ADS871RP 0,3 pl (3 pmol)

HotStar Taqg Polymerase (5 U/ul) 0,09 pl (0,75 L)

DNA 4 pl de DNA gendmico

H20 Ajustar para 15 pl
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4.5 AVALIACAO DO GENE NRAS

O ensaio foi desenvolvido para genotipagem dos cédons 12, 13 (exon
2) e 61 (exon 3) do gene NRAS (Human neuroblastoma RAS viral oncogene
homolog) localizado no cromossomo 1 para avaliagdo das seguintes

alteracfes: GGT > NNT (codons 12 e 13) e CAA > CNA (codon 61).

4.5.1 Sequéncia exbnica (exons 2 e 3 - gene NRAS)
GAAACGTCCCGTGTGGGAGGGGCGGGTCTGGGTGCGGCTGCCGCAT
GACTCGTGGTTCGGAGGCCCACGTGGCCGGGGCGGGGACTCAGGCG
CCTGGCAGCCGACTGATTACGTAGCGGGCGGGGCCAAGTGCCGCTCC
TTGGTGGGGGCTGTTCATGGCGGTTCCGGGGTCTCCAACATTTTTCCC
GGTCTGTGGTCCTAAATCTGTCCAAAGCAGAGGCAGTGGAGCTTGAGG
TTCTTGCTGGTGTGAAATATGAGTACAAACTGGTGGTGGTTGGAGCABI
BEISIEEIATGTTGGGAAAAGCGCACTGACAATCCAGCTAATCCAGAA
CCACTTTGTAGATGAATATGATCCCACCATAGAGGATTCTTACAGAAAA
CAAGTGGTTATAGATGGTGAAGATTCTTACAGAAAACAAGTGGTTATAG
ATGGTGAAACCTGTTTGTTGGACATCTGGATACAGCTGGACAITIGAGAA
GAGTACAGTGCCATGAGAGACCAATACATGAGGACAGGCGAAGGCTTC
CTCTGTGTATTTGCCATCAATAATAGCAAGTCATTTGCGGATATTAACCT
CTACAGGGAGCAGATTAAGCGAGTAAAGACTCGGATGATGTACCTATG
GTGCTAGTGGGAAACAAGTGGATTTGCCAACAAGGACAGTTGATACAA
AACAAGCCCACGAACTGGCCAAGAGTTACGGGATTCCATTCATTGAAA

CCTCAGCAAGACCAGACAGGGTGTTGAAGATGCTTTTTACACACTGGTA
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AGGAAATACGCCAGTACCGAATGAAAAAACTCAACAGCAGTGATGATG

GGACTCAGGGTTGTATGGGATTGCCATGTGTGGTGTGTAACAAGATAC

TTTAAAGTTTTGTCAGAAAAGAGCCACTTTCAGCTGCACTGACACCCT
GGTCCTGACTTCCTGGAGGAGAAGTATTCCTGTTGCTGTCTTCAGTCTC

ACAGAGAAGCTCCTGTACTTCCCCAGCTCTCAGTAGT

Destaques:
> _: codon 12 e 13
» CAIT/GA: codon 61
Os cbédons 12 e 13 foram analisados utilizando-se o primer ADS213 e
0 codon 61 com o primer ADS214 (EpigenDx®). A selecdo de primers
para a amplificacdo especifica de fragmentos do gene NRAS foi
realizada tendo como base o0s registros sobre seqiiéncias de genes

depositadas no banco de dados do GenBank (BENSON et al. 2011).

4.5.2 PCR - NRAS

Cada reacéo de PCR continha 1-5 ng de DNA gendmico (Tabela 3).
Os ciclos foram realizados em uma maquina de PCR Eppendorf
Mastercycler Gradient (Brinkman Instruments, Westbury, NY) da seguinte
maneira: 95°C por 15 min, 45 ciclos de 95°C por 15 s, 58°C por 30 s, 72°C
por 30 s, e finalmente 5 min a 72°C. A amplificagdo da regiéo especifica foi
verificada pela visualizagdo do amplicon em um gel de agarose a 2%
contendo 2g de agarose ultrpura (Invitrogen) para cada 100 Ml de tampéao

TBE 0,5X cuja composi¢cao em solucdo 10X foi a seguinte: Tris (CAS#



29

37186) 107,81 g/l (0,89 M), EDTA (CAS# 60004) 5,8 g/l (0.02 M) e Acido
borico (CAS# 11280) 55,0 g/L (0,89 M). Apos amplificacdo confirmada, os

produtos foram submetidos a reac&o de Pirossequenciamento.

Tabela 3 - Protocolo - PCR para NRAS com distribuicdo dos componentes e
suas respectivas quantidades.

COMPONENTE Quantidade(30 pl)

10X tampéo - PCR (15mM MgCI2) 3,0 pl (1X)
25 mM MgCl2 1,8 pl
10 mM dNTPs 0,6 pl
10 uM ADS213/ADS214FP 0,3 pl (3 pmol)
2,5 UM ADS213/ADS214RPT 0,12 ul (0,3 pmol)
10 uM Univ RPB 0,27 ul (2,7 pmol)
HotStar Taq Polymerase (5 U/ul) 0,15 pl
DNA 1 ul de DNA genémico
H20 Ajustar para 30 pl

4.6 AVALIACAO DO GENE HRAS

O ensaio foi desenvolvido para genotipagem dos cédons 12, 13 (exon
2) e 61 (exon 3) do gene HRAS (Human v-Ha-ras Harvey rat sarcoma viral
oncogene homolog) localizado no cromossomo 11 para avaliacdo de trocas
de residuos de aminioacidos de glicina para alanina e outros,

GGCGGT>NNCNGT (cédons 12 e 13) e CAG>NNN (codon 61).

4.6.1 Sequéncia exbnica (exons 2 e 3 - gene HRAS)

gggggcgaggcgacagcecctcccgeacgctgggttgcagetgcacaggtaggcacgctgea

gtccttgctgectggegttggggeccagggaccgctgtgggtttgeccttcagatggecctgeccaggcetgec
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ctgtggggcctggggctgggcectgggcectggcetgagcagggceccteettggcagGTGGGGCAGG
AGACCCTGTAGGAGGACCCCGGGCCGCAGGCCCYTGAGGAGCGATGA
CGGAATATAGCTGGTGGTGGTGGGCGCCG/AGCGGTGTGGGCAAGAG
TGCGCTGACCATCCAGCTGATCCAGAACCATTTTGTGGACGAATACGA
CCCCACTAT[T]AGAGgtgagcctggcgecRcecgtccaggtgeccagceagcetgetgecgggegag
cccaggacacagccaggatagggcetggctgcageccctggtecccctgeatggtgetgtggecctgtctee
tgcttctctagaggaggggagtccctcgtctcagcaccccaggagaggagggggceatgaggggeatga
gaggtaccagggagaggcggctgtgtgaactccccccacggaaggtcctgagggggtectgagectgt
cctGATTCCTACCGGAAGCAGGTGGTCATTGATGGGGAGACGTGCCTGT
TGGACATCCTGGATACCGCCGGC-GAGGAGTACAGCGCCATGCGG
GACCAGTACATGCGCACCGGGGAGGGCTTCCTGTGTGTGTTTGCCATC
AACAACACCAAGTCTTTTGAGGACATCCACCAGTACAG
Destaques:
> GGCGGT: codons 12 e 13
>  [BB8: codon 61
> Sequéncia em letra mindscula: intron
> Sequéncia em letra MAIUSCULA: exon 2 e 3

Os codons 12 e 13 foram analisados utilizando-se o primer ADS2103
e 0 cédon 61 com o primer ADS2293 (EpigenDx®). A selecdo de primers
para a amplificagdo especifica de fragmentos do gene HRAS foi realizada
tendo como base o0s registros sobre sequiéncias de genes depositadas no

banco de dados do GenBank (BENSON et al. 2011).
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4.6.2 PCR- HRAS

Cada reacéo de PCR continha 1-5 ng de DNA gendmico (Tabela 4).
Os ciclos foram realizados em uma maquina de PCR Eppendorf
Mastercycler Gradient (Brinkman Instruments, Westbury, NY) da seguinte
maneira: 94°C por 2 min, 45 ciclos de 94°C por 30 s, 53°C por 30 s, 72°C
por 30 s, e finalmente 5 min & 72°C. A amplificacdo da regido especifica foi
verificada pela vizualizagdo do amplicon em um gel de agarose a 2%
contendo 2g de agarose ultrpura (Invitrogen) para cada 100 MI de tampéao
TBE 0,5X cuja composicdo em solucdo 10X foi a seguinte: Tris (CAS#
37186) 107,81 g/l (0,89 M), EDTA (CAS# 60004) 5,8 g/l (0,02 M) e Acido
borico (CAS# 11280) 55,0 g/L (0,89 M) . Apos amplificacdo confirmada, os

produtos foram submetidos a reagdo de pirossequenciamento.

Tabela 4 - Protocolo - PCR para HRAS com distribuicdo dos componentes e
suas respectivas quantidades.

COMPONENTE Quantidade(30 pl)
10X tampao - PCR (15mM MgCI2) 3,0 pl (1X)

25 mM MgCI2 1,8 pl

10 mM dNTPs 0,6 pl

10 uM ADS2103/2293FP 0,6 pl (6 pmol)

10 uM ADS2103/2293RPB 0,6 pl (6 pmol)
HotStar Taqg Polymerase (5 U/ul) 0,15 pl

DNA 1 yl de DNA gendmico

H20 Ajustar para 30 pl
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4.7 AVALIACAO DO GENE KRAS

O ensaio foi desenvolvido para genotipagem dos cddons 12 e 13
(exon 2) do gene KRAS (Human v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral
oncogene homolog) localizado no cromossomo 12 para avaliagdo das

seguintes alteracdes: GGTGGC > GNTGNC.

4.7.1 Sequéncia exodnica (exon 2 — gene KRAS)
tctcatctgattcttactgttaatatttatccaagagaactactgccatgatgctttaaaagtttttctgta
gctgttgcatattgacttctaacacttagaggtgggggtccactaggaaaactgtcaataagagtggagat
agctgtcagcaacttttgtgagggtgtgctacagggtgtagagcactgtgaagtctctacatgagtgaagtc
atgatatgatcctttgagagcctttagccgccgcagaaagcagtctggctatttagatagaacaacttgatttt
aagataaaagaactgtctatgtagcatttatgcatttttcttaagcgtcgatggaggagtttgtaaatgaagta
cagttcattacgatacagtctgcagtcaactggaattttcatgattgaattttgtaaggtattttgaaataatttttc
atataaaggtgagtttgtattaaaaggtactggggagtatttgatagtgtattaaccttatgtgtacatgttctaa
tatagtcacattttcattattittattataagGCCTGCTGAAAATGACTGAATATAAACTTG
TGGTAGTTGGAGCTGGTGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGC
TAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAACAATAGAGgtaaatctt
gttttaatatgcatattactggtgcaggaccattctttgatacagataaaggtttctctgaccattttcatgagta
cttatacaagataattatgctgaaagttaagttatctgaaatgtaccttgggtttcaagttatatgtaaccattaa
tatgggaactttactttccttgggagtatgtcagggtccatgatgttcactctctggcattttgattggaagtgtat
ttcagagtttcgtgagagggtagaaatttgtatcctatctggacctaaaagacaatctttttattgtaacttttattt
tatgggtttcttggtattgtgacatcaatgtaaaggttagatttaattgtactagtgaaatataattgtttgatggtt

gatfttttttaaacttcatca
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Destaques:
> GGTGGC: codons 12 e 13
> Sequéncia em letra mindscula: intron
> Sequéncia em letra MAIUSCULA: exon 2

Os cbédons 12 e 13 foram analisados utilizando-se o primer ADS747
(EpigenDx®). A selecdo de primers para a amplificacdo especifica de
fragmentos do gene KRAS foi realizada tendo como base os registros sobre
sequéncias de genes depositadas no banco de dados do GenBank

(BENSON et al. 2011).

4.7.2 PCR - KRAS

Cada reacéo de PCR continha 1-5 ng de DNA genbémico (Tabela 5).
Os ciclos foram realizados em uma maquina de PCR Eppendorf
Mastercycler Gradient (Brinkman Instruments, Westbury, NY) da seguinte
maneira: 94°C por 2 min, 45 ciclos de 94°C por 30 s, 64°C por 30 s, 72°C
por 30 s, e finalmente 5 min a 72°C. A amplificagdo da regido especifica foi
verificada pela visualizagdo do amplicon em um gel de agarose a 2%
contendo 2g de agarose ultrpura (Invitrogen) para cada 100 MI de tampao
TBE 0,5X cuja composicdo em solucdo 10X foi a seguinte: Tris (CAS#
37186) 107,81 g/l (0,89 M), EDTA (CAS# 60004) 5,8 g/l (0,02 M) e Acido
borico (CAS# 11280) 55,0 g/L (0,89 M) . Apds amplificacdo confirmada, os

produtos foram submetidos a reacéo de pirossequenciamento.
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Tabela 5 - Protocolo - PCR para KRAS com distribuicdo dos componentes e
suas respectivas quantidades.

COMPONENTE Quantidade(30 pl)
10X tampao - PCR (15mM MgCI2) 3,0 pl (1X)

25 mM MgCI2 1,8 yl

10 mM dNTPs 0,6 ul

10 UM ADS747FP 0,6 ul (6 pmol)

10 UM ADS747RPB 0,6 ul (6 pmol)
HotStar Taqg Polymerase (5 U/ul) 0,15 pl

DNA 1 pl de DNA gendmico
H20 Ajustar para 30 ul

4.8 AVALIACAO DO GENE PIK3CA

O ensaio foi desenvolvido para a avaliagdo das mais frequentes
mutacdes nos exons 9 e 20 do gene PIK3CA (Human phosphoinositide-3-
kinase, catalytic, alpha polypeptide). Foram analisadas as seguintes
alteracoes:

Exon 9: 1582A>G, 1624G>A, c1633G>A, 1634A>G, 1636C>A

Exon 20: 3075C>T, 3129G>T, 3133G>A, 3136G>A, 3139C>T,

3140A>G>T

4.8.1 Sequéncia exbnica PIK3CA

> Exon 9
tgtcttagattggttctttcctgtctctgaaaataaagtcttgcaatgaaaataaattattttacaacagt

taattagcaatgtaaaatttattgaaaatgtatttgctttttctgtaaatcatctgaatccagaggggaaaaatat

gacaaagaaagctatataagatattattttattttacagAGTAACAGACTAGCTAGAGACAAT

GAATTAAGGGAAAATGACRAAGAACAGCTCAAAGCAATTTCTAACGAGA

TCCTCTCTCTEGAAATCACTBAGEAGGAGAAAGATTTTCTATGGAGTCAC
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AGgtaagtgctaaaatggagattctctgtttcttttictttattacagaaaaaataactgaatttggctgattcag
catgtttttaccatacctattggaataaataaagcagaatttacatgatttttaaactataaacattgcctttttaa
aaacaatggtttaaattgatatttgtggaaaatcatactacattgtagttggcacattaaatgctttttcttactctg
aattcctgatatgactttctttaggattgtttaaaatattctagtagttttaggtcaattagatgtg

Destaques:

Letra: mutacao 1582A>G

Letrai mutacéo 1624G>A

BBl mutacdo c1633G>A

Letra: mutagcédo 1634A>G

E&ffal mutacdo 1636C>A

Sequéncia em letra mindscula: intron

vV Vv YV V VY V V¥V

Sequéncia em letra MAIUSCULA: exon 9

O exon 9 foi avaliado utilizando-se o primer ADS019 (EpigenDx®). A
selecdo de primers para a amplificacdo especifica de fragmentos do gene
PIK3CA foi realizada tendo como base 0s registros sobre seqiiéncias de

genes depositadas no banco de dados do GenBank (BENSON et al. 2011).

> Exon 20

cattttttggtcatacactttgaggaaagtcagtcaaccataatcaccttgtttattcataacttttttacc
accttatggtatctcattagactatatcagactttaaagtactttttacaatcttataaaattctgctttgtctacaa
cacagtcctgactctagcttaagcacaaaaggatttagtatgaaccaattcatacatttaatacttattaaact
cctgacatgccaggcattgttgtaggtgcgtaataaagcagtttttaaaaagtccttattctcttgaagtttaca
ttctagtggggtaaagggaatcaaaagatgttggtaagagaagtgagagaggaatgctatttttttatagctt

tgtctacaagcctctctaattttgtgacatttgagcaaagacctgaaggtattaacatcatttgctccaaactg
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accaaactgttcttattacttatagGTTTCAGGAGATGTGTTACAAGGCTTATCTAGC
TTTCACAGCATGCCAATCTCTTCATAAATCTTTTCTCAATGATGCTTGGC
TCTGGAATGCCAGAACTACAATCTTTTGATGACATTGCATACATTCGAAA
GACYCTAGCCTTAGATAAAACTGAGCAGAGGCTTTGGAGTATTTCATGA
AACAAATGITAATIBIBA TG/IACACITRIGHETCATGGTGGCTGGACAACAAAA
ATGGATTGGATCTTCCACACAATTAAACAGCATGCATTGAACTGAAAAG
ATAACTGAGAAAATGAAAGCTCACTCTGGATTCCACACTGCACTGTTAA
TAACTCCAGCGGCAAAGACCGATTGCATAGGAATTGCACAATCCATGAA
CAGCATTAGAATTTACAGCAAGAACAGAAATAAAATACTATATAATTTAA
ATAATGTAAACGCAAACAGGGTTTGATAGCACTAAACTGTTCATTTCAAA
ATTAAGCTTTAGAATAATGCGCAATTTCATGTTATGCCTTAAGTCCAAAA
AGGTAAACTTTGAAGATTGTTTGTATCTTTTTTTAAAAAACAAAACAAAAC
AAAAATCCCAAAATTATAGAAATGATGGAGAAGGAAAAAGTGATKGTTTT
TTTTGTCTTGCAAATGTTCTATGTTTTGAAATGTGGACACAACAAAGGCT

GTTATTGCATTAGGTGTAAGTAAACTGGAGTTTAGTTAAATTACATTGAT

TGGAAAAGAATGAAAATTTCTTATTTTTCCATTGCTGTTCAATTTATAGTT
TGAAGTGGGTTTTTGACGCTTGTTTAATGAAGAAAAATGCTTGGGGTGG
AAGGGACTCTGA

Destaques:

> Letra: mutacdo 3075C>T

Letra: mutacédo 3129G>T

BB mutacdo 3133G>A

Letra: mutacédo 3136G>A

vV VvV VYV V¥V

B&ffal mutacéo 3139C>T
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>  [Bel& mutacdo 3140A>G>T
> Sequéncia em letra mindscula: intron
> Sequéncia em letra MAIUSCULA: exon 20

O exon 20 foi avaliado utilizando-se o primer ADSO020RS
(EpigenDx®). A selecdo de primers para a amplificacdo especifica de
fragmentos do gene PIK3CA foi realizada tendo como base os registros
sobre sequéncias de genes depositadas no banco de dados do GenBank

(BENSON et al. 2011).

4.8.2 PCR - PIK3CA

Cada reagéo de PCR continha 1-5 ng de DNA gendmico (Tabela 6).
Os ciclos foram realizados em uma maquina de PCR Eppendorf
Mastercycler Gradient (Brinkman Instruments, Westbury, NY) da seguinte
maneira: 95°C por 15 min, 45 ciclos de 95°C por 15 s, 60°C por 30 s, 72°C
por 30 s, e finalmente 5 min a 72°C. A amplificagdo da regido especifica foi
verificada pela visualizagdo do amplicon em um gel de agarose a 2%
contendo 2g de agarose ultrpura (Invitrogen) para cada 100 MI de tampao
TBE 0,5X cuja composicdo em solucdo 10X foi a seguinte: Tris (CAS#
37186) 107,81 g/l (0,89 M), EDTA (CAS# 60004) 5,8 g/l (0,02 M) e Acido
borico (CAS# 11280) 55,0 g/L (0,89 M) . Apds amplificacdo confirmada, os

produtos foram submetidos a reac&o de pirossequenciamento.
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Tabela 6 - Protocolo - PCR para PIK3CA (exons 9 e 20) com distribuicao
dos componentes e suas respectivas quantidades.

COMPONENTE Quantidade(15 pl)

10X tampéo - PCR (15mM MgCI2) 1,5 pl (IX)

25 mM MgCl2 0,9 ul

10 mM dNTPs 0,3 ul

10 yM ADS019/20FPB 0,3 pl

10 yM ADSO019/20RP 0,3 pl

HotStar Taqg Polymerase (5 U/ul) 0,08 pl

DNA 1 pl de DNA genbémico
H20 Ajustar para 15 pl

4.9 PIROSSEQUENCIAMENTO

A preparacédo da fita simples de DNA para o pirossequenciamento foi
realizada através do PSQ Vaccuun Prep Tool (Qiagen, Valencia, CA) de
acordo com as instru¢cdes do fabricante. Vinte e cinco ul do produto de PCR
foram imobilizados em esferas de sefarose recobertas por estreptavidina.
(Streptavidin Sepharose High Performace, GE Healthcare).

Em uma placa de 96 wells foram transferidos 25 pl do produto
amplificado por PCR e adicionados 55 pl da mistura contendo as esferas de
sefarose (3 pl da solucédo contendo as esferas de sefarose, 40 pl de tampéao
de ligacdo e 15 pl de 4gua deionizada) em cada well. A placa foi agitada por
15 min a 1350 rpm e em seguida levada a bomba de vaco (Vaccuun Presp
Toll), onde o produto de PCR ligado as esferas foi precipitado com élcool
70%, desnaturado e lavado nos respectivos tampdes.

Em seguida os produtos purificados foram incubados com 0,4 pmol/L

de iniciadores do sequenciamento (primers), previamente diluidos em 38,6
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pl de tampao de anelamento, a 80°C por 2 min em placa de
sequenciamento (PSQ 96 plate), 5 minutos na placa aquecedora e 5
minutos em temperatura ambiente.

Os produtos purificados ligados aos iniciadores de sequencia foram
transferidos a base do PSQ HS 96 A Pyrosequencer (Qiagen, Valencia,
CA). A reacdo de sintese por sequenciamento da fita complementar foi
realizada automaticamente pelo instrumento PyroMark MD (Biotage) em
temperatura ambiente usando reagentes PyroGold (Biotage). O sinal
emitido durante a incorporacdo de cada nucleotideo foi detectado por uma

camera CCD e convertido em picos para formar o pirograma (Figuras 4 e 5).

T:0.0%
A:100.0%

Figura 4 - Pirograma com analise quantitativa de incorporacdo de
nucleotideos. Exemplo de amostra wild type (mutacdo BRAF negativa).

Figura 5 - Pirograma com analise quantitativa de incorporacdo de
nucleotideos. Exemplo de amostra com mutacdo BRAF positiva.
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A mutacdo foi considerada presente quando na analise quantitativa
gerada pelo pirossequenciador detectava-se um valor acima de 15% (“cut
off’ estabelecido e validado por meio de experimento com diluicbes
progressivas entre cultura de células portadoras de mutacdo e selvagens
realizado pelo departamento de Biologia Molecular do Hospital A.C.Camargo

para os casos da rotina hospitalar avaliados pelo pirossequenciador Q96).

5.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de cada caso foram incorporados em planilhas
contendo as Vvariaveis clinico-patoldgicas investigadas neste estudo. A
frequéncia das mutacdes foram descritas nos diversos grupos e a analise
estatistica foi realizada no software GraphPrims v 5.0a usando os testes do
qui-quadrado ou exato de Fisher para as variaveis categoricas considerando
o nivel de significancia de 5%. A sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo, valor preditivo negativo para cada uma das mutacdes foram
avaliadas considerando os controles negativos e positivos presentes no

estudo.
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6 RESULTADOS

Foram inicialmente selecionados 152 pacientes portadores de um
total de 193 nddulos de tireoide no periodo entre abril de 2009 e julho de
2011. Destes, foram excluidos 52 pacientes/86 nodulos pelos seguintes
motivos: indisponibilidade do espécime cirargico (53 casos), material
citolégico inadequado ou insuficiente (26 casos), baixa qualidade e/ou
quantidade de DNA extraido (4 casos), auséncia ou erro de identificacdo nos
espécimes citolégicos (2 casos), auséncia dos blocos de parafina nas
dependéncias do departamento de Anatomia Patoldgica do Hospital A.C.
Camargo (1 caso). Foram enté@o definitivamente incluidos para o estudo 100
pacientes portadores de 107 nodulos avaliados em dois espécimes
pareados (citologico x cirtrgico) somando um total de 214 espécimes.

A idade dos pacientes variou entre 10 e 96 anos (média: 45,81 anos)
sendo que 53% possuiam até 45 anos (Tabela 7).

Em relacdo ao género houve um predominio do sexo feminino que
correspondeu a 80% dos pacientes. Quarenta e dois pacientes (42%)
relataram histérico familiar de cancer sendo que 10% eram da glandula
tireoide. Doze pacientes relataram antecedentes de neoplasia dos quais 5
(42%) eram de mama. Os outros sitios primarios foram: colon, laringe, seios
da face, préstata, pardtida e pele. A maioria (86%) dos pacientes nao
possuia histérico de exposicdo a radiacdo prévia. Em relacdo ao perfil
funcional tireoidiano, 12% dos pacientes relataram hipotireoidismo e né&o

houve nenhum relato de hipertireoidismo.



Tabela 7 - Frequéncia por variaveis clinicas e histopatologicas
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Género (n=100) Masculino
Feminino
Idade (n=100) até 45 anos
>45 anos
Tiroidite (n=100) Sim
N&o
Tamanho do No6dulo (n=107) até 1,0 cm
ladcm
>4cm
Invasdo Extra-tiroidiana (n=71) Sim
N&o
Invaséo vascular (n=71) Sim
N&o
Metéastase Linfonodal (n=13) NO
Nla
N1b
Antecedente Neoplésico (n=100) Sim
N&o
Historia Familiar (n=100) Nao
Tireoide
Outros

Tireoide + outro
Nao informado

20(20)
80 (80)
53 (53)
47 (47)
34 (34)
66 (66)
53 (49,5)
52 (48,6)
02 (1,9)
09 (12,7)
62(87,3)
7(9,8)
64 (90,2)
04 (30,7)
05 (38,6)
04 (30,7)
12 (12)
88 (88)
48 (48)
08 (08)
32 (32)
02 (02)
10 (10)

Foram avaliados um total de 107 nédulos tireoidianos incluindo tanto

0S espécimes citologicos obtidos por PAAF quanto os espécimes cirargicos

emblocados em parafina. O tamanho dos ndédulos variou entre 0,3 e 8 cm

(média: 1,2 cm) sendo que 49,5% dos nddulos mediram até 1cm (Tabela 6).

Os pacientes eram portadores de tireoidite de Hashimoto em 34% dos

casos. Dentre os diagndsticos citolégicos 75 (70%) apresentavam resultado

indeterminado. Destes, 10 eram ASI/LFSI (lll), 43 NF/SNF (IV) (Figura 7) e

22 Suspeitos para malignidade (V). Dentre os 32 casos restantes, 09 eram

da classe Benigno e 23 Malignos (Figura 6).
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Benigno; 8%

Suspeito
Malignidade; 21%

Figura 6 - Frequéncia entre as classes de diagnoéstico citologico
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Figura 7 - Exemplo de citologia classificada como NF/SNF (IV). Caso n°
110. aumento 10x
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Dentre os diagnadsticos histolégicos, 32 eram benignos (Figura 8). Dos
benignos, 26 eram bodcios coloides (Figura 9) associados ou ndo a
hiperplasia folicular e/ou oncocitica, 03 adenomas foliculares, 03 tireoidites
sem neoplasia associada sendo 02 tireoidites de Hashimoto e 01 tireoidite
de padrdo esclerosante. Setenta e cinco nodulos eram malignos (72
carcinomas papiliferos, 01 carcinoma folicular, 01 carcinoma medular e 01
carcinoma anaplasico). Dentre o0s carcinomas papiliferos, 22 eram
carcinomas papiliferos classicos (Figura 10), 12 carcinomas papiliferos
variante folicular e 38 microcarcinomas papiliferos. Dentre os pacientes com
diagnéstico de malignidade (n=71), observou-se presenca de extenséo
extratireoideana em 09 (12,7%) e invasdo vascular angiolinfatica em 07
(9,8%). A avaliacdo de metastases nodais foi realizada em 13 casos que

possuiam esvaziamentos cervicais sendo 38,6% destes Nl1la (pN).

Ca. Anaplasico;
1%

Adenoma
Folicular;
6%

Ca. Medular; 1%

Ca. Folicular; 1%

Figura 8 - Frequéncia das classes de diagnéstico histolégico
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Estabelecendo-se uma correlacdo entre os diagnosticos citolégicos e
histoldégicos, pode-se observar que 23 dos 75 casos (30,7%) de PAAF com

resultado indeterminado possuiam resultados histologicos benignos.

Figura 9 - Exemplo de um corte histolégico (espécime cirdrgico) com
diagnéstico de Bécio coloide. A direita observa-se a lesdo (nddulo) e a

esquerda o parénquima tireoideano normal adjacente. Caso n° 131, aumento 2x.

Figura 10 — Carcinoma papilifero classico (espécime cirargico). Caso n° 105,
aumento 10x.
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Tabela 8 - Correlagcdo entre as classes de diagnosticos citologicos e

histologicos

(outros)
Benigno (Il) 08 01
3 : ASI/LFSI () 05 02
3 g NF/SNF (IV) 13 00
S S Susp. Mal.(V) 00 00
& G maligno (VI) 00 00
Total 26 03

Benigno Tiroidite

Diagnoéstico Histoldgico

00

Adenoma

Carcinoma

00
03
27
22
23
75

09
10
43
22
23
107

*ASI/LFSI: Atipia de significado indeterminado/Leséo folicular de significado indeterminado ,

NF/SNF: Neoplasia folicular/Suspeito para neoplasia folicular

Dentre as classes de Bethesda, a ASI/LFSI (lll) foi a que apresentou

maior probabilidade de benignidade - 7 casos em 10 (Tabela 8). Todos os

casos da classe Suspeito para Malignidade (V) confirmaram-se malignos na

histologia. E dentre os NF/SNF (1V), 37,2% eram benignos (Figura 11).

Suspeito

ASI/LFSI

0% 20% 40%

60% 80%

100%

M Benigno

| Maligno

Figura 11 - Distribuicdo das classes de diagnéstico citologico (Bethesda) em

relacdo a malignidade confirmada na histologia.
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A quantidade média de DNA extraido dos espécimes citologicos foi de

34,98 ng/pl variando entre 5,84 ng/ul e 140,79 ng/ul. Nos espécimes

cirurgicos emblocados em parafina a média foi de 80,29 ng/ul variando entre

4,19 ng/ul e 371,78 ng/ul. O coeficiente de correlagdo linear (ry) entre a

quantidade de DNA extraido dos espécimes citologicos versus a quantidade

de DNA extraido dos espécimes emblocados em parafina foi de r: - 0,088

(Figura 12). A qualidade dos &acidos nucleicos extraidos, avaliada pelo

Nanodrop e por meio de amplificacdo por PCR, foi considerada satisfatoria

em todas as amostras.

[ 1 DNA_Peca Cirurgica (ng/ul)

Correlagdo da Concentragdao do DNA Extraido

400+
L]
300 r=-0088
¢ b p=0.201
®
20090 . o« ® .
..:‘. e ® ® ®
1004 % .r. o
Xv 4
0-;&_"—'? ¥ _ o
0 50 100 150

[ ] DNA_Citologia (ng/ul)

Figura 12 - Correlacao da concentracdo da quantidade de DNA extraido dos
espécimes citoldgicos e dos espécimes cirurgicos emblocados em parafina.
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Em ambos os espécimes foi realizada através do método de
pirossequenciamento (Figura 13) a avaliacdo para mutacdo dos seguintes
genes: BRAF (cédon 600), HRAS (codons 12, 13 e 61), NRAS (cédons 12,
13 e 61), KRAS (cbédons 12 e 13) e PIK3CA (éxons 9 e 20). Dentre todos os
genes, 0 BRAF foi o que apresentou maior incidéncia de mutacéo (47 casos
mutados em um total de 107 casos testados em ambos os espécimes). A
segunda mutagcdo mais incidente foi a do gene HRAS - cédon 61 (13 casos).
A incidéncia de mutacdo nos demais genes foi baixa (KRAS) ou nao

detectada como no NRAS (cédons 12 e 13), HRAS (cédon 12) e PIK3CA

(Tabela 9).

Andre 250511 -Well A5
Entry: BRAF V600E

Sample: 31

Notes: Citologis.

Position 1: T: 43.9%/ A: 56.1%
(Passed)

Figura 13 — Figura esquematica demonstrando os trés procedimentos

realizados em cada casoO. A esquerda o espécime citolégico, no centro o

pirossequenciamento e a direita o corte histolégico do espécime cirlrgico emblocado em parafina.
Caso n° 31 com citologia “Suspeito para malignidade (V)”, pirossequenciamento demonstrando
presenc¢a de mutacdo em BRAF e na histologia um Carcinoma papilifero classico.
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Tabela 9 - Distribuicdo das mutacdes encontradas nos genes HRAS, NRAS,

KRAS e

PIK3CA correlacionadas aos diagndsticos
histopatolégicos (n=20).

citologicos e

HRAS Caédon
12

Cédon
13

Codon
61

NRAS Codon
12

Codon
13

Codon
61

KRAS Coddon
12

Codon
13

PIK3CA Exon9
Exon
20

107/89

107/89

105/91

106/105

106/105

106/102

100/86

100/86

107/107
106/107

13

0
0

149

19
35
51
61
70 dir.
80
94
102
107
108
111
115
148

146

22
101
40 <
42
136 dir.

NF/SNF

Maligno
Maligno
NF/SNF
Suspeito
NF/SNF
ASI/LFSI
NF/SNF
NF/SNF
Maligno
Maligno
Benigno
NF/SNF
NF/SNF

NF/SNF

NF/SNF
Suspeito
Maligno
Suspeito
ASI/LFSI

CPVF

Ca anapl.
CPVF
AF
CP
mCP
BC
BC + HF
BC
CP
mCP
TLC Escle.
BC
CP

mCPVF

mCPVF

mCPVF
mCP
mCP
mCP

GGT>CGT

CAG>CAC
CAG>CAC
CAG>CAC
CAG>CAC
CAG>CAC
CAG>CAC
CAG>CAC
CAG>CAC
CAG>CAC
CAG>CAC
CAG>CAC
CAG>CAC
CAG>CAC

CAA>CGA

GGT>AGT
GGT>AGT
GGC>GAC
GGC>GAC
GGC>GAC

* ASI/LFSI: Atipia de significado indeterminado/Leséo folicular de significado indeterminado,
NF/SNF: Neoplasia folicular/Suspeito para neoplasia folicular, CPVF: Carcinoma papilifero
variante folicular, AF: Adenoma Folicular, CP: Carcinoma papilifero, mCP: Microcarcinoma
papilifero, mCPVF: Microcarcinoma papilifero variante folicular, BC: Bécio coloide, HF:

Hiperplasia folicular, TLC: Tireoidite linfocitica crénica

A correlacdo entre a presenca da mutacdo do gene BRAF nos

espécimes citoldgicos e cirargicos pode ser avaliada em todos os casos (214

espécimes) e mostrou-se estatisticamente significativa com r: 0,834 (Figura

15). Dos 107 casos avaliados para BRAF, 101 mostraram-se concordantes

em relacdo ao status mutacional por espécime (Figura 14). Dos 6 casos

discordantes, 3 (casos 07, 61 e 107) apresentaram valores limitrofes ao cut
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off (15%) variando 13,6 e 14,6%. Dois casos (22 e 30) apresentaram a
mutacdo somente no espécime cirdrgico e somente um caso (14)
apresentou a mutacdo no espécime citolégico sendo selvagem no espécime
cirdrgico. Neste caso o0 nodulo mediu 0,4 cm e a quantidade de DNA
extraido foi baixa (6,36 ng/ul). Para o segundo gene com mutacdo mais
incidente (HRAS cédon 61) a correlagdo entre os espécimes para a
presenca da mutacdo pode ser feita em 91 casos e foi estatisticamente

significativa com r: 0,301 (Figura 16).

Andre 2505 11 - Well G2
Entry: BRAF VEO0E
1128

Motes: Citologis

Position 1: T: 30.6% /7 4 69.4%

[Passed)
T308%
At 4

20

19

BRAFIHRAS/KRAS 2001 10 04 - Well A2

Entry: BRAF WGOOE

Sample: 128

MNotes: PARAFIMNA

Position 1: T: 33.4%/ A; 66.6%

(Paszsed)
T304%
LEEES

20

150

5 10

Figura 14 - Pirogramas demonstrando presenca da mutagdo em BRAF tanto
no espécime citolégico (grafico superior) quanto no espécime cirdrgico

(grafico inferior). Caso n°® 128.
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Figura 15 - Correlacdo entre a presenca da mutacdo do gene BRAF por
analise quantitativa (%) entre o0s espécimes citoloégicos e espécimes

cirdrgicos emblocados em parafina.
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Figura 16 - Correlacao entre a presenca da mutacdo do gene HRAS cédon

61 por analise quantitativa (%) entre os espécimes citol6g
cirdrgicos emblocados em parafina.
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Esta correlacdo foi concordante em 81 casos (89%). Dos 10 casos
discordantes, 07 (19, 51, 61, 80, 111, 115 e 148) apresentaram valores
limitrofes variando entre 13,2 e 15,6% e os outros 03 casos (35, 94 e 102)
mostraram-se mutados somente no espécime cirdrgico. Nao houve
discordancias nos testes conclusivos dos outros genes avaliados.

A mutagcdo do gene BRAF foi detectada em 26 (34,6%) dos casos
com diagnéstico citolégico indeterminado e em (18) 78,2% dos casos com
diagndstico citoldgico positivo. Ndo houve mutacdo em BRAF dentre os

casos benignos (n=9) (Tabela 10).

Tabela 10 - Correlacdo do status do BRAF no espécime citolégico com o
diagnéstico citologico

Benigno (n=9) 00 09
Indeterminado (n=75) 26 49
Maligno (n= 23) 18 05
7 4 &
-
-
. ™
L 3
4

Figura 17 - Exemplo de citologia classificada como suspeito para
malignidade (V). Caso n° 101. Aumento 20x.
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Dentre os casos indeterminados (n=75), 43 eram do da classe
NF/SNF (IV), 22 da classe Suspeito para Malignidade (V) (Figura 17) e 10 da
classe ASI/LFSI (llIl). A mutacdo em BRAF foi identificada em 26 casos: 1
caso — classe Il (ASI/LFSI), 9 casos — classe IV (NF/SNF), 16 casos —
classe V (Suspeito para malignidade) (Figura 18). Em todos eles o
diagnéstico histolégico foi maligno. Nenhum dos nédulos confirmados como
benigno apresentou a mutagcdo. A sensibilidade da mutagcdo do BRAF nos
nodulos indeterminados foi de 50%, a especificidade de 100%, o VPP de
100% e o VPN de 60%.

Analisando especificamente a classe ASI/LFSI (lll) notamos um VPN
de 78%, VPP de 100%, sensibilidade de 33% e especificidade de 100%.
Houve 2 casos malignos a histologia que foram BRAF selvagem (01
Carcinoma papilifero classico T: 1,1 cm e 01 Microcarcinoma papilifero
classico T: 0,4 cm). Dentre eles, o Microcarcinoma papilifero (caso 136)
apresentou mutacdo no coédon 13 do gene KRAS. Na classe NF/SNF (1V)
notamos um VPN de 47%, VPP de 100%, sensibilidade de 33% e
especificidade de 100%. Dezoito casos eram malignos (01 Carcinoma
papilifero classico T: 1,1 cm, 06 Carcinomas papiliferos variante folicular T:
1,2 a 3 cm, 01 Microcarcinoma papilifero classico T:0,8 cm, 08
Microcarcinomas papiliferos variante folicular T: 0,3 a 0,9, 01 Carcinoma
folicular T: 1,1 cm e 01 Carcinoma medular T: 0,4 cm). Dentre eles foram
identificadas 04 mutac¢des nos outros genes: HRAS cdédon 61 (caso 148),
NRAS cddon 61 (caso 146), HRAS cddon 13 (caso 149) e KRAS cédon 12

(caso 22). Na classe Suspeito para malignidade (V), a sensibilidade € de
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73% e o VPP é de 100%, no entanto a auséncia de casos benignos neste
grupo impossibilita o calculo estatistico para VPN e especificidade. Seis
casos eram malignos (02 Carcinomas papiliferos classicos T: ambos
medindo 1,5 cm, 01 Carcinoma papilifero variante folicular T: 2,1 cm, 02
Microcarcinomas papiliferos classicos T: 0,5 a 1 cm e 01 Microcarcinoma
papilifero variante folicular T: 0,6 cm). Dentre eles ndo houve nenhuma
mutacéo detectada nos outros genes.

A correlagdo entre o status do gene BRAF com variaveis clinicas e
histopatolégicas (Tabelas 11 e 12) foi significativa quando relacionadas a
variante histologica dos Carcinomas papiliferos e a presenca de Tireoidite. A
mutacdo foi detectada em 35 dos 43 Carcinomas papiliferos classicos (p:
0,001) e em 38 dos 52 casos sem tireoidite (p: 0,024). Dentre os 09 casos
que apresentaram extensdo extratireoideana, 07 eram mutados
(percentagem de alelo mutado: mediana 42,50 e média 39,83 comparado a
mediana 35,50 e média 33,52 nos casos sem extensdo extratireoidiana com
p 0,098). Metastase linfonodal foi avaliada em 13 casos. Dentre os 08
mutados, 06 eram positivos para metastase (percentagem de alelo mutado:
mediana 42,00 e média 40,14 comparado a mediana 34,00 e média 32,67
nos casos sem metastase linfonodal com p 0,062).

Os microcarcinomas papiliferos exibiram aspectos morfolégicos e
mutacionais similares aos carcinomas papiliferos. Dos 21 casos classicos,
17 (80,9%) mostravam a mutacdo comparado a 10/17 (58,8%) na variante

folicular. Os dois casos de microcarcinoma papilifero com invaséo
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extratireoidiana e invaséo vascular foram BRAF mutados, assim como 1/3
dos casos de metastase linfonodal.

Em relacdo ao género e idade, observa-se que dentre os 16 homens
portadores de ndédulos malignos confirmados a histologia, 12 (75%) eram
BRAF mutado e que dos 37 pacientes de até 45 anos 26 (70,2%)
apresentavam a mutacao.

Dos 34 pacientes que relataram nao possuir histérico familiar para
cancer, 24 (70,6%) apresentavam a mutacdo. E dos 07 pacientes que
relataram ter tido outro tipo de cancer, 05 (71,4%) eram BRAF selvagem.

Em sete casos observamos dupla mutacdo, sendo 04 casos com
BRAF e HRAS coédon 61, 01 caso BRAF e KRAS codon 12 e 02 casos

BRAF e KRAS co6don 13.
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Tabela 11 - Correlacdo das variaveis clinico-patolégicas com o status do
gene BRAF avaliado entre os casos confirmados como maligno no espécime
cirdrgico (n=75 nédulos, 71 pacientes — 13 com esvaziamento cervical)

Tamanho do Tumor (n=75)

até 1,0cm 27 12 0,242
>1,0cm 20 16
Variantes do CP (n=75)
CP Classico 35 08 0,001
CP Var. Folicular 12 17

Ext. extra-tiroidiana (n=71)

Sim 07 02 0,478
Nao 39 23
Invaséo vascular (n=71)
Sim 04 03 0,691
Nao 42 22
Metastase Linfonodal (n=13)
Sim 06 03 1,000
Nao 02 02

Tireoidite (n=71)
Sim 08 11 0,024
N&o 38 14

* Qui-quadrado ou Teste exato de Fisher para valores < 05.

Analisando-se a PAAF isoladamente como teste para diagndstico
definitivo de malignidade dentro desta casuistica observou-se que sua
sensibilidade foi de 30,67%. A analise molecular para BRAF considerando o
teste positivo na presenga da mutagdo mostrou sensibilidade de 58,67%
(Tabela 13). Ao se associar a PAAF (citologia positiva) com o teste
molecular (presenca da mutacéo), a sensibilidade subiu de 30,67 para

65,33%.
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Tabela 12 - Correlacdo das variaveis clinicas com o status do gene BRAF
entre os casos confirmados como maligno no espécime cirargico (n=71)

BRAF Mutado BRAF Selvagem p*

Género

Fem. 34 21 0,387
Masc. 12 04

Idade

até 45 anos 26 11 0,333
> 45 anos 20 14

Rxt prévia (n=65)

Sim 00 02 0,144
Nao 40 23

N&o informado 06 00

Historico Familiar Ca (n=65)

Sim 16 15 0,134
Nao 24 10

N&o informado 06 00

Outro Ca

Sim 02 05 0,088
Nao 44 20

* Qui-quadrado ou Teste exato de Fisher para valores < 05.

Tabela 13 - Analise da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo
e valor preditivo negativo para PAAF isoladamente, para a deteccdo da
mutacdo no gene BRAF como teste molecular e para a associacdo dos dois
testes.

PAAF (%) BRAF (%) PAAF + BRAF(%)
Sensibilidade 30,67 58,67 65,33
Especificidade 100 100 100

VPP 100 100 100

VPN 38,10 50,79 55,17
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Ambos os testes possuiram especificidade e valor preditivo positivo
de 100%. O valor preditivo negativo foi maior (55,17%) na associacao dos
dois testes.

A contribuicdo dos outros genes (HRAS, NRAS, KRAS e PIK3CA)
para o aumento da sensibilidade do teste néo foi significativa devido a baixa
incidéncia de mutacéo e pela diminuicdo da especificidade do teste devido a

presenca de mutacdo em nodulos benignos (Tabela 9).
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7 DISCUSSAO

Realizamos um estudo prospectivo unicéntrico com pareamento de
amostras coletadas em um curto periodo de tempo cujos resultados indicam
que a utilizagcdo de material remanescente do processamento da PAAF em
meio liquido € confiavel e tecnicamente reprodutivel para analise mutacional
através do método de pirossequenciamento e Util na identificacdo dos
pacientes portadores de cancer em nédulos tireoidianos.

A amostra populacional se caracterizou pelo predominio do sexo
feminino que corresponde & maior incidéncia de doencas nodulares da
tireoide neste género. A maioria dos pacientes possuia idade abaixo de 45
anos com nodulos que predominantemente mediram até lcm sendo a
maioria dos malignos estadiamento pTlapNO. Estes dados refletem a alta
incidéncia de deteccdo de nddulos tireoidianos incidentais ndo palpaveis
através do uso da ultrassonografia em larga escala realizada entre os
exames de rotina.

A maioria dos pacientes nao relatou histérico familiar para cancer e dentre
os relatos houve um predominio de outros tipos de céancer diferente de
tireoide. A maioria relatou ndo possuir antecedente de neoplasia indicando
que nesta amostra ndo houve evidéncia de tendéncia familiar ou de

possiveis eventos de transmisséo hereditaria.



60

A exposicdo a radiacdo prévia foi um evento raro e por isso, nesta
amostra, nao foi possivel estabelecer uma correlacdo significativa com a
incidéncia do cancer de tireoide.

A deteccdo do hipotireoidismo como alteracdo do perfil funcional da
tireoide mais comum correlaciona-se diretamente com a presenca da
Tireoidite de Hashimoto em 34% dos pacientes.

Devido ao fato de se tratar de um estudo com amostras pareadas
(citologia X espécimes cirargicos), a grande maioria dos casos indicados
para a cirurgia possuia diagnésticos citoldégicos prévios malignos ou
indeterminados ja que poucos sdo 0s casos de citologia benigna que sao
encaminhados ao procedimento cirdargico. Desta forma, somado ao fato de
se tratar de uma categoria diagnostica de interesse para a pesquisa, houve
neste estudo uma prevaléncia de amostras com resultados citolégicos
indeterminados. Devido a este enriquecimento da casuistica com casos
indeterminados, as frequéncias de malignidade e subtipos histolégicos néo
refletem as frequéncias reais do servico.

A andlise histopatologica dos espécimes cirargicos revelou que 70%
dos ndédulos eram malignos e que dentre estes a grande maioria eram
carcinomas papiliferos. Estes resultados sdo compativeis com os dados
epidemioldgicos que relatam que o Carcinoma papilifero é o tipo mais
freqiiente de carcinoma da tireoide, correspondendo a cerca de 80% dos
casos (ROSAI et al. 1994; DELELLIS et al. 2004, SIPOS e MAZZAFERRI

2010).
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Através da correlacdo cito-histolégica observou-se que 30,7% dos
casos classificados como indeterminados na citologia mostraram-se
benignos na peca cirdrgica. Este dado indica que a PAAF, isoladamente, é
um procedimento com limitacbes que podem contribuir para condutas
cirdrgicas em pacientes portadores de nodulos benignos. Dentre as classes
de diagndstico indeterminado, a ASI/LFSI (lIl) foi a que mostrou menor risco
de cancer (7 nédulos benignos em 10 classificados nesta categoria).
Baseado neste baixo risco de malignidade, alguns autores sugerem que
uma conduta conservadora com acompanhamento ultrassonografico e
repeticdo da PAAF poderia ser mais apropriada para estes pacientes
(NIKIFOROV et al. 2011).

Dos casos NF/SNF (1V) 37,2% eram benignos. Nestes casos a atual
recomendacdo da ATA € a lobectomia diagnoéstica com consideracdo de
tireoidectomia total quando outros fatores apropriados estiverem presentes
(ATA 2009).

Dentre os classificados como Suspeito para Malignidade, todos se
mostraram malignos a histologia. Portanto, baseado nos resultados deste
estudo, os pacientes classificados nesta categoria poderiam ser indicados a
Tireoidectomia total como terapia inicial devido a alta probabilidade de
malignidade.

Dentre todos os genes analisados 0 que apresentou maior frequénica
de mutacdo foi o BRAF, sem qualquer falso positivo. Dentre os RAS
analisados, HRAS codon 61 foi 0 mais incidente. Observaram-se 06 nodulos

benignos portadores da mutacdo o que diminuiu a especificidade deste
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marcador. Houve 01 mutacdo encontrada no NRAS cdédon 61 em um
Microcarcinoma papilifero variante folicular, 01 mutacdo no cédon 13 do
HRAS em um Carcinoma papilifero variante folicular e 05 mutacdes em
KRAS sendo todas em nddulos malignos. Estes dados indicam que dentre o
painel de genes analisados neste estudo, o incidente mais frequente,
altamente especifico e com contribuicdo na identificacdo de nddulos
tireoidianos malignos foi a mutagdo em BRAF. Além disso, a andlise do
status mutacional entre os espécimes (citologia x peca cirurgica) pareados
demonstrou que a deteccdo da mutacdo no espécime citoldgico é altamente
confiavel e que se correlaciona significativamente com presenca da mutacao
no mesmo nodulo ao espécime cirdrgico. Os poucos casos discordantes
foram limitrofes em relacdo ao ponto de corte o que na verdade pode ser
discutido e reavaliado caso a caso dentro de um contexto clinico e de
imagem para definicdo de malignidade destes nddulos. Os casos em que a
mutacao foi detectada somente na peca cirargica podem ser explicados pelo
fato da PAAF obter uma amostragem limitada em tumor que pode ser
geneticamente heterogéneo (GUERRA et al. 2012) ou pelo fato de que
utiliza-se para a analise molecular somente uma porcao do espécime obtido
por PAAF, por vezes pouco celular. Uma alternativa para tentar diminuir este
tipo de discordancia seria realizar uma aspiracdo exclusivamente dedicada
ao teste molecular. Neste estudo, somente 4 casos foram excluidos por
baixa quantidade de DNA indicando que a utilizacgdo de material
remanescente da PAAF é viavel. Talvez, em casos selecionados para

repuncao por material inadequado, esta pratica possa ser contributiva.
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Houve somente um caso (n° 14) em que a mutacao foi detectada no
espécime citologico e ndo na peca cirdrgica que foi atribuido ao fato de que
neste caso o nodulo era pequeno (0,4 cm) e a quantidade de DNA extraido
foi baixa (6,36 ng/ul) que pode ter interferido na amostragem tumoral e
consequentemente no status mutacional do nédulo.

A utilizacdo da andlise da mutacdo de BRAF como teste molecular
adjuvante contribuiu para a determinacédo de malignidade em 50% dos casos
gue previamente haviam sido classificados como indeterminados através da
PAAF e que se mostraram malignos na histologia. Além disso, nenhum dos
nodulos benignos apresentou a mutacdo. Estes dados indicam, portanto,
gue esta mutacdo tem alta especificidade e capacidade de identificar uma
significativa propor¢éo dos pacientes portadores de ndédulos malignos.

Na classe Suspeito para malignidade (V) 73% dos casos mostraram-
se mutados e poderiam ser classificados como malignos através dos
resultados moleculares. Da mesma forma na classe NF/SNF (1V) 20,9% dos
casos se definiriam como malignos e justificariam uma Tireoidectomia total
como abordagem cirdrgica inicial diferentemente dos casos desta categoria

em que a ATA recomenda lobectomia diagndstica (Figura 18).
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Figura 18 - Distribuicdo da presenca da mutacdao do gene BRAF dentre as

classes de diagnostico citolégico Bethesda correlacionada ao diagnéstico
histopatoldgico dos espécimes cirtgicos correspondentes (lll = ASI/LFSI, IV
= NF/SNF, V = Suspeito para mlignidade).

O aumento da sensibilidade do teste de 30,67 para 65,33% ao se
utilizar PAAF + BRAF é bastante expressivo e justifica sua utilizacdo como
ferramenta adjuvante de rotina em diagndsticos citoldgicos indeterminados.

Considerando ainda todo o painel de genes analisados, observamos
05 casos que apesar de terem sido BRAF selvagem mostraram-se mutados
em RAS o que aumentaria para 31 casos em 52 (59,6%) que apresentaram
alteracdes moleculares a PAAF e confirmaram-se malignos a histologia. O
que diminuiu, porém, a especificidade de RAS como marcador preditor de
malignidade foi sua deteccdo em nddulos benignos também relatada em
outros estudos (NIKIFOROV et al. 2009; CANTARA et al. 2010). Sabe-se
gue RAS é um oncogene potente e existem evidéncias indiretas que
sugerem que ele poderia promover uma transformacdo maligna com
subsequente dediferenciacdo de células da tireoide (BURNS et al. 1992;
BASOLO et al. 2000; FAGIN 2002; GARCIA-ROSTAN et al. 2003; ZHU et al.
2003). No entanto, o conceito de que adenomas foliculares sao lesdes pre-

malignas que podem evoluir para carcinomas foliculares ainda permanece
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indefinido. Portanto, no caso especifico de lesbes RAS-positivas para
mutacdo, levanta-se a possibilidade de se discutir o risco de cancer e
considerar uma lobectomia diagndéstica. Em outras situacdes, os achados do
lobo oposto, de exames de imagem e dados clinicos poderiam em conjunto
determinar um risco de cancer suficientemente elevado e a presenca desta
mutacdo poderia auxiliar na determinacdo de conduta justificando uma
tireoidectomia total como recomendacao de primeira linha apropriada. A
pesquisa para mutacdes no gene PIK3CA resultou negativa em todas as
amostras deste estudo indicando a baixa eficiéncia na utilizacdo deste
marcador como preditor de risco de malignidade em uma amostra
predominantemente composta por carcinomas bem diferenciados e nédulos
benignos da tireoide. Esta alteracdo genética ¢é detectada mais
frequentemente em Carcinomas foliculares e anaplasicos da tireoide (LIU et
al. 2008) e mostrou-se negativa nos poucos casos com estas caracteristicas
pertencentes a este estudo.

Além do painel estudado, outras alteracées genéticas tém sido relatadas na
carcinogénese dos tumores tireoidianos e avaliadas como potenciais
marcadores tumorais. A translocacdo RET / PTC envolve a translocacao do
dominio quinase do gene RET localizado no cromossomo 10gll1l.2 ao
promotor de pelo menos 15 diferentes genes localizados no cromossomo 10
Oou em varias outros cromossomos, resultando em uma ativagédo aberrante
da via de MAPK ligante-dependente (NIKIFOROV e NIKIFOROVA 2011). Os
rearranjos mais comuns sdo o RET/PTC1 (qll1l.2; g21.2) e o RET/PTC3

(011.2; q11) (GRIECO et al. 1990; SANTORO et al. 1994). A distribuicdo do
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rearranjo RET / PTC é heterogénea. Rearranjos clonais ocorrendo em > 1%
das células tumorais sdo exclusivamente identificado em 10% a 20% dos
Carcinomas papiliferos da tireoide (SANTORO et al. 1992). Estas mutacdes
sdo comumente encontradas em individuos mais jovens, estdo associadas a
radiacdo ionizante e foi relatada em lesdes benignas (ELISEI et al. 2001). A
translocacdo PAX8/PPARy é identificada lesbes de padrdo folicular e
envolve uma fusdo de PAXS8 (fator de transcricdo da tireoide) com o gene
PPARy1 (peroxissomo proliferador-ativado receptor-y 1), t (2; 3) (q13; p25)
resultando em uma super-expressdo de uma proteina de fusdo (KROLL et
al. 2000). O mecanismo da oncogénese ainda nao estéa claro. Este rearranjo
é identificado em 20% a 70% dos Carcinomas foliculares da tireoide, 0% a
20% de adenomas foliculares e de 0% a 5% de Carcinomas papiliferos. Os
tumores com este rearranjo estdo associados com um padrdo de
crescimento microfolicular, sélido ou trabecular e ainda néo foi relatado em
bécio ou carcinoma pouco diferenciado / anaplasico (MARQUES et al. 2002;
NIKIFOROVA et al. 2002, 2003; FRENCH et al. 2003; CASTRO et al. 2006).
Este estudo n&o avaliou estas alteragcdes por alguns motivos: sG0 menos
frequentes em relacio a BRAF e RAS, pelo fato de serem
translocacdes/rearranjos seriam melhor avaliadas por métodos diferentes do
pirossequenciamento, limitacdo na quantidade de DNA disponivel além do
fato de serem mais frequentes em Carcinomas foliculares que séo incomuns
nesta amostra.

Apesar do baixo nimero de casos com extensdo extratireoidiana e

metastase linfonodal presentes neste estudo observamos que ha uma
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tendéncia de correlacdo positiva entre a presenca da mutagcdo em BRAF e
fatores determinantes de pior progndstico. No entanto, seria necessaria a
realizacdo de um estudo complementar com aumento no nimero de casos
com estas caracteristicas para que estas associacdes possam ser
confirmadas, visto que o desenho deste estudo ndo foi focado nesta
correlacdo e desta forma a populacdo estudada ndo apresentou numero
significativo de individuos com estes eventos. Outros estudos demonstram
que a deteccdo pré-operatéria de mutacbes podem fornecer informacdes
Uteis para prognostico e aperfeicoar a conduta do paciente. Isto pode ser
particularmente verdadeiro para a mutacdo BRAF porque esses pacientes
podem ser considerados como candidatos a tireoidectomia total, mesmo que
a citologia ndo seja definitiva para malignidade. Isto eliminaria a necessidade
de consulta intra-operatoria (exame de congelacdo) e/ou de uma segunda
cirurgia subsequente para complementacdo de tireoidectomia, reduzindo
custos e morbidade adicional. Em muitos estudos, BRAF parece servir como
um marcador independente de agressividade dos carcinomas papiliferos de
tireoide com aumento na frequéncia de metéstases linfonodais (XING 2007;
ELISEI et al. 2008). Um estudo recente demonstrou que a mutacdo em
BRAF é um fator preditivo independente de risco para metastase em
linfonodos de compartimento central em pacientes com Carcinoma papilifero
e gque sua deteccao poderia guiar a extensao do tratamento cirdrgico inicial
(HOWELL et al. 2012).

Da mesma forma, ndo esta estabelecido se o teste molecular de

espécimes de PAAF diagnosticados como malignos deve ser realizado.
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Tumores BRAF mutados tem se mostrado mais prevalentes em casos com
recorréncia cervical, levando a um maior niamero de reoperacfes em
comparacao com os tumores sem a mutacao (YIP et al. 2009; O’NEILL et al.
2010). Assim, YIP et al. (2009) sugerem que o conhecimento do status
mutacional de BRAF poderia otimizar a extensdo da cirurgia e
linfadenectomia.

Além disso, com base nos dados que sugerem que Carcinomas
Papiliferos BRAF mutados sdo mais resistentes ao tratamento com iodo
radioativo devido a uma capacidade reduzida para interceptar radioiodo
(DURANTE et al. 2007; RICARTE-FILHO et al. 2009) uma dose maior de
iodo radioativo com menor supressao do horménio estimulador da tireoide e
um acompanhamento mais rigoroso tem sido sugeridos como um tratamento
pds-operatorio inicial de tumores portadores da mutacdo em BRAF.

A utilizacdo de inibidores de tirosinaquinase como terapia-alvo para
cancer de tireoide estd em desenvolvimento ativo (ESPINOSA et al. 2007) e
a deteccdo de mutacbes no material de PAAF pode ser util no futuro para
guiar terapias alvo mutacdo especificas que podem ser iniciadas no pré-

operatdrio ou nos pacientes que ndo sao candidatos a cirurgia.
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8 CONCLUSAO

A frequéncia das mutacfes dos genes BRAF, HRAS, NRAS , KRAS e
PIK3CA em espécimes de puncdo aspirativa por agulha fina foi de 41,1%,
7,5%, 0,9%, 4,6% e 0% respectivamente.

Dentre os genes analisados, a deteccdo da mutacdo em BRAF
mostrou melhorar a estratificacdo do risco de céancer dos nddulos
tireoidianos com resultados citoldgicos indeterminados através de um
aumento significativo da sensibilidade e do valor preditivo negativo do teste
na associacdo da PAAF a andlise molecular. A pesquisa da mutacdo pode
oferecer auxilio na determinacéo do tipo de abordagem cirurgica inicial, visto
que pacientes portadores de nodulos cujos resultados citolégicos sao
indeterminados e que possuem a mutacdao podem ser considerados fortes
candidatos a tireoidectomia total. Por outro lado, os pacientes de resultados
indeterminados nédo portadores da mutagdo possuem um risco reduzido de
malignidade e nestes casos uma lobectomia poderia ser proposta como
abordagem cirurgica inicial.

Os demais genes (RAS e PIK3CA) mostraram-se pouco incidentes,
inespecificos e nao significativamente contributivos para a melhora na
estratificacdo de risco de malignidade de nddulos tireoidianos.

O pirossequenciamento mostrou ser um método pratico, rapido e sensivel
para a deteccdo de mutagcbes pontuais em espécimes citoldgicos

remanescentes de PAAF de rotina conservados em meio liquido, inclusive
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guando estes sdo paucicelulares, com 6tima correlacdo com o0s espécimes
cirdrgicos emblocados em parafina. Esta metodologia é reprodutivel e
podera ser implementada pelo Departamento de Anatomia Patoldgica do
Hospital A.C. Camargo como protocolo para analise molecular de rotina em
espécimes citoldgicos e/ou cirargicos de nddulos tireoidianos.

A sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo da
pesquisa da mutacdo em BRAF no material obtido por puncdo aspirativa de
nodulos tireoidianos foi de 58,67%, 100%, 100%, 50,79% respectivamente.
A contribuicdo dos outros genes (HRAS, NRAS, KRAS e PIK3CA) para o
aumento da sensibilidade do teste ndo foi significativa devido a baixa
incidéncia de mutacéo e pela diminuicdo da especificidade do teste devido a
presenca de mutacdo em nddulos benignos.

A mutacdo em BRAF é mais frequente em Carcinomas papiliferos
classicos, em pacientes ndo portadores de Tireoidite (Tireoidite crdnica
linfocitica e/ou Tireoidite de Hashimoto) e demonstrou haver uma tendéncia
de maior incidéncia em tumores mais agressivos com extenséo
extratireoidiana e metastase linfonodal.

Baseado nos achados moleculares, histopatologicos e citoldgicos
deste estudo propde-se o0 seguinte organograma (Figura 19) como protocolo
de analise de alteragdes moleculares em punc¢des aspirativas por agulha fina
indeterminadas para auxilio no diagndstico pré-operatorio e proposta de

conduta dos nodulos tireoidianos.
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Figura 19 - Organograma com riscos de malignidade de acordo com o
“status” mutacional de BRAF vistos nas diferentes classes citologicas

indeterminadas com proposta de tratamento inicial.

Apesar de néo ter sido foco deste estudo, poderia ainda acrescentar-
se a este organograma dados de estudos recentes que tém demonstrado
gue a mutacdo em BRAF é um fator preditivo independente de risco para
metastase em linfonodos de compartimento central em pacientes com
Carcinoma papilifero e que sua deteccdo poderia guiar a extensdo do
tratamento cirdrgico inicial com resseccdo profilatica de linfonodos deste
compartimento (HOWELL et al. 2012), além de poder ainda contribuir na
determinacao da atividade de radioiodo utilizada para tratar estes pacientes
(DURANTE et al. 2007; RICARTE-FILHO et al. 2009).

O organograma apresentado acima € mais uma ferramenta de auxilio
a decisdo terapéutica dos pacientes submetidos a PAAF de tireoide,
devendo ser adaptado aos demais fatores clinicos e aspectos

ultrassonograficos e at¢é mesmo a vontade do paciente.
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Anexo 1 - Protocolo de andlise de peca cirurgica carcinoma da tireoide

RGH: ., N° do laudo: .......coevvviiiieiiiiiieeeeee,
1. Macroscopia

a. Tamanho da Tireoide:

b. Peso:

c. Tamanho do Maior nédulo maligno:

d. Localizagdo do Maior n6dulo maligno:

e. Multicentricidade:

2. Microscopia:
a. Tipo Histologico:
b. Padrdo arquitetural predominante (se papilifero)
Papilar Folicular
c. Padrao celular predominante (se papilifero)
Usual Céls Altas Céls Colunares Oxifilicas Escamoide Outro

d. Indice Mitético (10 campos):
e. Desmoplasia:
f. Tireoidite associada: Intensidade:
g. Infiltracdo extra-tiroidiana Sim N&o
h. Invasao vascular:
1. Sanguinea
2. Linfatica
i. Metastases em Linfonodo:
1. _ LN acometidos/ __ LN ressecados
2. Niveis:
3. Metastases a distancia
a. Simt Néao

b. Local de metastase: Figado Pulmdo Ossos Outro
c. Se outro local, por favor, especifique

4. Estadiamento: T N M

5. Outros dados:



Anexo 2 - Estadiamento patolégico TNM - American Joint Committee on
Cancer (AJCC)

Primary Tumor (pT)

pTX: N&o pode ser avaliado

pTO: Sem evidéncias de tumor primario

pT1: Tumor menor ou igual a 2 cm , limitado a tireoide

pTla: Tumor menor ou igual al cm no maior eixo, limitado a tireoide

pT1b: Tumor maior do que 1 cm e menor do que 2 cm no maior eixo, limitado a tireoide
pT2: Tumor maior do que 2 cm e menor do que 4 cm, limitado a tireoide

pT3: Tumor maior do que 4 cm limitado a tireoide ou qualguer tumor com minima extenséo
extratireoidiana (ex. extensao para musculo esternotireoideano ou partes moles
peritireoideanas)

pT4a: Doenca moderadamente avancada. Tumor de qualquer tamanho se extendendo além
da cépsula tireoidiana com invaséo de tecido subcuténeo, laringe, traqueia, esdfago e nervo
laringo recorrente.

pT4b: Doenga muito avangada. Tumor com invasao de fascia pré-vertebral,
comprometimento de artéria carétida ou vasos mediastinais

Todos os carcinomas anaplésicos sdo considerados tumores pT4.
T4a: carcinoma anaplasico intratireoidiano, cirurgicamente ressecavel
T4b: carcinoma anaplasico com extensao extratireoidiana, cirurgicamente irressecavel

Linfonodos regionais (pN)

pNX: N&o pode ser avaliado

pNO: Auséncia de metéstase para linfonodos regionais

pNla: Metastase nodal para nivel VI (pretraqueal, paratraqueal e prelaringeol/Delfiano)
pN1b: Metastases cervicais unilaterais, bilaterais ou contralaterais para niveis I, II, lll, IV, V
ou para linfonodos retrofaringeos e/ou mediastinais superiores (nivel VII).

Metéastase a distancia (pM)
pMO: Auséncia de metastase a distancia
pM1: Presenca de metastase a distancia



Anexo 3 - Protocolo de Avaliacdo Clinica de pacientes portadores de
Doenca Nodular Tireoidiana

Historia de exposicao a radiacao ionizante:

O Terapia de radiacao para doenca maligna ou benigna durante a infancia
O Terapia de radiacao para doencga maligna quando adulto

O Acidente Nuclear

0 O 11 {0 PRSPPI

Historia Familiar positiva para:

O Cancer de Tireoide

O Cancer de Paratireoide

O Sindrome de Neoplasia Enddcrina Mdltipla

Perfil de funcéo tireoidiana:
O Eutireoideano
O Hipotireoidismo

O Hipertireoidismo
Historia de outros tipos de cancer:

O Néo
O Sim, qual; ...coooeiiiiiei e,

Outras informacgdes:



Anexo 4 - Protocolo de extracdo de DNA dos espécimes citoldgicos

a. Transferéncia da amostra de tecido obtida por scrape das laminas preparadas pelos
métodos “Thinprep” para um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml limpo e identificado com
0 ndmero do caso.

b. Adigédo imediata de 110 ul de Buffer ATL em temperatura ambiente (15-25°C).

c. Adicao de 10 ul de Proteinase K e mistura por pulso vortex durante 15 segundos.

d. Colocacéo do tubo de 1,5 ml em um Thermomixer e incubacado a 56°C durante toda
noite (overnight) a 400 rpm até a amostra ficar completamente lisada.

e. Adicao de 100 ul de Buffer AL, fechamento da tampa e mistura por pulso vértex durante
15 segundos. (Obs: Adicdo de 1 ul de RNA carrier ja anteriormente dissolvido em Buffer
AE antes da realizac¢éo do vortex).

f.  Adicado de 100 ul de Etanol (96-100%), fechamento da tampa, mistura por pulso vortex
durante 15 segundos e incubagdo por 5 minutos em temperatura ambiente (15 a 25 °C).

g. Centrifugacao rapida do tubo de 1,5 ml para remog¢é&o de gotas localizadas na parte
interna da tampa.

h. Transferéncia cautelosa de todo o lisado para a coluna de eluicdo (QlAamp MinElute
Column), fechamento da tampa, centrifugacéo a 8000 rpm durante 1 minuto e
colocacéo da coluna em um tubo de colegcéo de 2 ml limpo com descarte do tubo
contendo fluido.

i. Abertura cautelosa da coluna com adi¢do de 500 pl de Buffer AW1. Fechamento da
tampa e centrifugacéo a 8000 rpm (6000 xg) por 1 minuto. Colocag&o da coluna em um
tubo de colegdo de 2 ml limpo com descarte do tubo contendo residuo de centrifugagéo.

j.  Abertura cautelosa da coluna com adi¢&o de 500 pl de Buffer AW2. Fechamento da
tampa e centrifugacéo a 8000 (6000 xg) rpm por 1 minuto. Colocag&o da coluna em um
tubo de cole¢do de 2 ml limpo com descarte do tubo contendo residuo de centrifugagéo.

k. Abertura cautelosa da coluna com adigdo de 500 ul de Alcool 80%. Fechamento da
tampa e centrifugacéo a 8000 (6000 xg) rpm por 1 minuto. Colocag&o da coluna em um
tubo de cole¢do de 2 ml limpo com descarte do tubo contendo residuo de centrifugagéo.

I.  Centrifugacdo em velocidade méaxima a 14000 rpm (20000 xg) por 3 minutos até secar
a membrana completamente.

m. Colocac¢do da coluna em um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml limpo e descarte do tubo
de colecéo contendo o residuo de centrifugacdo. Abertura cautelosa da tampa da
coluna e aplicagao de 40 pl de agua destilada no centro da membrana.

n. Fechamento da tampa e incubacdo em temperatura ambiente (15-25 °C) por 5 minutos.

0. Centrifugacao em velocidade maxima a 14000 rpm (20000 xg) por 1 minuto, retirada da
coluna e quantificacdo no Nanodrop. Neste momento a coluna de eluicdo néo foi
desprezada para que nos casos em que a quantificagdo fosse insatisfatéria houvesse
possibilidade de reeluigao.



Anexo 5 - Protocolo de extragdo de DNA dos espécimes cirlrgicos

emblocados em parafina

°©o5 3~ xT

Raspado (“scrape”) de cada lamina na regido tumoral anteriormente delineada em
lamina de HE correspondente.

Colocacédo do material raspado diretamente em um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml
limpo e identificado com o niumero do caso.

Adicao de 1 ml de Xilol Absoluto ao tubo, com posterior fechamento de sua tampa e
mistura por pulso vortex durante 10 segundos.

Centrifugacdo em velocidade méxima 14000 rpm (20000 xg) por 2 minutos em
temperatura ambiente (15 a 25 °C).

Remocé&o do sobrenadante por pipetagem com conservagéo do pellet.

Adicao de 1ml de Alcool Absoluto ao pellet e mistura por pulso vortex.

Centrifugacao em velocidade méxima 14000 rpm (20000 xg) por 2 minutos em
temperatura ambiente.

Remocé&o do sobrenadante por pipetagem com conservacgédo do pellet.

Abertura do tubo e incubagédo em temperatura ambiente (15 a 25 °C) até evaporagéo do
etanol residual.

Suspenséo do pellet com 180 ul de Buffer ATL.

Adigéo de 20 pl de Proteinase K e mistura por pulso vortex.

Incubacéo a 56 °C por 1 hora (até a lise completa da amostra).

. Incubacéo a 90 °C por 1 hora.

Centrifugacdo do tubo para remocéao das gotas na parte interna da tampa.
Transferéncia cautelosa de todo o lisado para a coluna de eluicdo (QIAamp MinElute
Column), fechamento da tampa, centrifugacéo a 8000 rpm (6000 xg) durante 1 minuto e
colocacéo da coluna em um tubo de colecéo de 2 ml limpo com descarte do tubo
contendo residuo de centrifugacéao.

Abertura cautelosa da coluna com adigao de 500 ul de Buffer AW1. Fechamento da
tampa e centrifugacéo a 8000 rpm (6000 xg) por 1 minuto. Colocacéo da coluna em um
tubo de cole¢do de 2 ml limpo com descarte do tubo contendo residuo de centrifugagéo.
Abertura cautelosa da coluna com adi¢cao de 500 ul de Buffer AW2. Fechamento da
tampa e centrifugacéo a 8000 rpm (6000 xg) por 1 minuto. Colocacéo da coluna em um
tubo coletor de 2 ml limpo com descarte do tubo contendo residuo de centrifugacgéo.
Centrifugacao em velocidade maxima 14000 rpm (20000 xg) por 3 minutos até secar a
membrana.

Colocagéo da coluna em um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml limpo e descarte do tubo
de colecao contendo residuo de centrifugacao. Abertura cautelosa da tampa da coluna
e aplicacao de 45 ul de agua destilada no centro da membrana.

Fechamento da tampa e incubacdo em temperatura ambiente (15-25 °C) por
5minutos.Centrifugacdo em velocidade maxima 14000 rpm (20000 xg) por 1 minuto,
retirada da coluna e quantificacdo no Nanodrop. Neste momento a coluna de eluicédo
nao foi desprezada para que nos casos em que a quantificacdo fosse insatisfatéria
houvesse possibilidade de reeluicéo.



