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RESUMO

Introducdo: O cancer de tireoide, embora seja uma rara malignidade na populagéo pediatrica,
nessa fase da vida esta associado a estagios avancados da doenca, quando comparado a fase
adulta. O tipo papilifero representa 80 a 90% de todos os carcinomas tireoidianos derivados
de células foliculares e apresenta alta taxa de mutacdes e fusGes génicas, capazes de
influenciar o comportamento clinico e biologico do tumor. As fusdes RET sdo apontadas
como importantes marcadores de agressividade tumoral na populacdo pediatrica, entretanto,
devido a alguns fatores, a sua frequéncia é altamente variavel. Objetivo: Determinar,
retrospectivamente, a frequéncia de fusdes do gene RET em amostras parafinadas de
carcinoma diferenciado de tireoide em criancas, adolescentes e adultos jovens (<21 anos),
atendidos nos centros participantes do estudo. Material e métodos: Estudo retrospectivo, de
corte transversal, com 79 casos de carcinoma diferenciado de tireoide, tratados em quatro
centros de referéncia da regido Nordeste do Brasil, entre janeiro de 2010 e marco de 2021. O
DNA foi extraido das amostras parafinadas e direcionado para analise mediante
sequenciamento de nova geracao, onde foi submetido ao painel HotSpot, para determinagéo
de mutacGes pontuais, e ao painel Fusion para identificacdo de fusdes génicas. Resultados:
Inicialmente, detectaram-se cinco amostras previamente positivas para a mutagdo BRAFV600E
e, por tratar-se de uma alteracdo genética excludente para rearranjos RET/PTC, ndo seguiram
para a avaliacdo de positividade para fusdes génicas. O resultado HotSpot apontou 21/79
(26,6%) resultados inconclusivos, 21/79 (26,6%) mutados e 37/79 (46,8%) tipo selvagem.
Entre os mutados, 10/21 (47,6%) casos foram positivos para mutacdo em BRAF, 8/21 (38,1%)
para EGFR, 04/21 (19,0%) para KRAS, 03/21 (14,3%) para NRAS e 01/21 (4,8%) para
PIK3CA, com ocorréncia de mutacdes pontuais simultaneas. Quanto a analise molecular para
deteccdo de fusbes génicas, 39/74 (52,7%) tiveram resultados inconclusivos, 10/74 (13,5%)
apresentaram positividade para um rearranjo e 25/74 (33,8%) foram classificados como tipo
selvagem. Dentre 0s casos positivos para fusdes génicas, 3 foram do gene RET (1
CCDC6::RET ou RET/PTC1, 1 NCOA4::RET ou RET/PTC3, e 1 TRIM24::RET ou
RET/PTC6); 4 foram do gene NTRK (3 ETV6::NTRK3 e 1 TPR::NTRK1); 2 fusdes
PAX8::PPARG; e 1 STRN::ALK. Concluséo: A frequéncia de fusdes RET foi de 8,6% (03/35)
e individuos mais jovens (<18 anos) apresentaram maior frequéncia de rearranjos génicos,
porém, o alto indice de resultados inconclusivos ndo permite estabelecer a associacdo das
mutacdes com aspectos clinico-patolégicos. Além disso, as mutagdes no gene BRAF foram as
mais frequentes no painel HotSpot, seguidas por EGFR, KRAS, NRAS e PIK3CA.

Palavras-chave: céancer de tireoide; crianga; juventude; translocacdo genética;
sequenciamento de nova geragao.
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ABSTRACT

Introduction: Although it is a rare malignancy in the pediatric population, thyroid cancer, at
this stage of life, is associated with advanced stages of the disease when compared to
adulthood. The papillary type represents 80 to 90% of all thyroid carcinomas derived from
follicular cells and presents a high rate of mutations and gene fusions, capable of influencing
the clinical and biological behavior of the tumor. RET fusions are identified as important
markers of tumor aggressiveness in the pediatric population, however, due to some factors,
their frequency is highly variable. Objective: To retrospectively determine the frequency of
RET gene fusions in paraffin-embedded samples of differentiated thyroid carcinoma from
children, adolescents and young adults (<21 years) treated at the participating centers in the
study. Material and methods: Retrospective, cross-sectional study with 79 cases of
differentiated thyroid carcinoma, treated in four reference centers in the northeast region of
Brazil, between January 2010 and March 2021. DNA was extracted from paraffin-embedded
samples and directed to analysis through next-generation sequencing, where it was submitted
to the HotSpot panel to determine point mutations, and to the Fusion panel to identify gene
fusions. Results: Initially, five samples previously positive for the BRAFY6%E mutation were
detected and, as it is a genetic alteration that excludes RET/PTC rearrangements, they were
not followed up with the evaluation of positivity for gene fusions. The HotSpot result showed
21/79 (26.6%) inconclusive results, 21/79 (26.6%) mutated and 37/79 (46.8%) wild type.
Among the mutated, 10/21 (47.6%) cases were positive for BRAF mutation, 08/21 (38.1%)
for EGFR, 04/21 (19.0%) for KRAS, 03/21 (14 .3%) for NRAS and 01/21 (4.8%) for PIK3CA,
with occurrence of simultaneous point mutations. As for molecular analysis to detect gene
fusions, 39/74 (52.7%) had inconclusive results, 10/74 (13.5%) were positive for a
rearrangement and 25/74 (33.8%) were classified as wild type. Among the positive cases for
gene fusions, 03 were of the RET gene (01 CCDC6::RET or RET/PTC1, 01 NCOA4::RET or
RET/PTC3, and 01 TRIM24::RET or RET/PTCG6); 04 were from the NTRK gene (03
ETV6::NTRK3 and 01 TPR::NTRK1); 02 PAX8::PPARG merges; and 01 STRN::ALK.
Conclusion: In our study, the frequency of RET fusions was 8.6% (03/35), and younger
individuals (<18 years) had a higher frequency of gene rearrangements, but the high rate of
inconclusive results does not allow establishing the association of individuals with clinical-
pathological aspects. Furthermore, BRAF gene mutations were the most frequent in the
HotSpot panel, followed by EGFR, KRAS, NRAS and PIK3CA.

Keywords: thyroid neoplasms; child; youth; translocation; next generation sequencing.
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1 INTRODUCAO

O cancer de tireoide (CT) é a neoplasia maligna mais frequente do sistema endocrino e,
embora seja uma doenca rara entre criancas e adolescentes, sua incidéncia na populagédo
infantojuvenil tem aumentado nas ultimas décadas [1,2]. No Brasil, as taxas de CT estdo em
constante aumento em individuos jovens, sobretudo, no sexo feminino [3]. Os Carcinomas
Tireoidianos Derivados de Células Foliculares (CTDCF) correspondem a, aproximadamente,
95% dos casos de CT, enquanto o percentual restante abrange casos de carcinoma: derivados
de células C, mistos derivados de células medulares e foliculares, de histogénese incerta,

embrionérios, timicos e do tipo glandula salivar [4-6].

Dividido em trés tipos histologicos, o CTDCF era classificado em: Carcinoma
Diferenciado da Tireoide (CDT), Carcinoma Pouco Diferenciado da Tireoide (CPDT) e
Carcinoma Indiferenciado da Tireoide (CIT). Posteriormente, com a nova abordagem da
Organizacao Mundial da Saiude (OMS), de 2022, o CTDCF passou a ser dividido em: tumores
benignos, neoplasias de baixo risco e neoplasias malignas. Dentre as classificacdes, o
carcinoma papilifero da tireoide (CPT) e o carcinoma folicular da tireoide (CFT), ambos

neoplasias malignas, representam 80 a 90% de todos os casos de CT [6,7].

A exposicdo prévia a radiagdo é considerada um fator de risco consolidado para o
desenvolvimento da doenca, seja por questdes ambientais (como acidentes nucleares) ou
tratamento de lesbes benignas (como dermatofitoses) [8]. No entanto, as causas associadas a
tumorigénese da tireoide ainda sdo controversas. Estudos sugerem que a causa para o CT seja

multifatorial, sendo dependente de fatores ambientais e estilo de vida [9-11].

Nas ultimas décadas, a compreensdao de mecanismos moleculares do CT — como a
elucidacdo das vias MAPK e PIK3CA/AKT — trouxe conhecimento acerca de como
alteracdes genéticas tém capacidade de ativacdo dessas vias €, consequentemente, de conduzir
0 processo de carcinogénese tireoidiana [12]. Na populagdo adulta, as modificacbes mais
comuns sdo mutagBes pontuais BRAFV®%E e RAS em fendtipo mais indolente e mutagGes no
promotor hTERT com viés mais agressivo [13-15]. Em contrapartida, a populacdo pediatrica
tem maior incidéncia de rearranjos ou fusdes génicas RET/PTC, ETV6::NTRK, AGK::BRAF e
AKAP9::BRAF, principalmente, em criangas < 10 anos [16-18]. J4 a mutagio BRAF 6,
menos comum na populacéo pediatrica, esta associada a maior idade e agressividade tumoral
[19].
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O gene RET — localizado no braco longo do cromossomo 10, regido 1, banda 1 e sub-
banda 2 (10g11.2) — é responsavel por codificar um receptor transmembrana do tipo tirosina-
quinase, a proteina RET [20]. Sua porcdo extracelular (RET-EC) é composta por quatro
dominios do tipo caderina (CLD) e um dominio rico em cisteina (CRD) que, juntos, acoplam-
se a um ligante bipartido da familia GDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor) e um
co-receptor GFR-a, resultando em dimerizacdo e ativacdo do gene RET [21]. A parte
intracelular da proteina (RET-IC) contém o dominio tirosina quinase, dividido em dois
subdominios — o primeiro formado pelos éxons 13 e 14 e o segundo pelos éxons 15 e 16; por

fim, uma cauda carboxi-terminal [22,23]. "

Mutacdes pontuais nesse gene, de base somatica (adquirida) e germinativa (herdada),
estdo associadas ao carcinoma medular da tireoide (CMT) e a neoplasia enddcrina maltipla
tipo 2A, respectivamente. Ja o carcinoma CPDT, carcinoma colorretal e adenocarcinoma de
pulmdo sdo alguns exemplos tipicos de doencas associadas a fusbes génicas do RET, que
ocorrem em nivel somatico [24,25] e séo as alteracBes genéticas mais encontradas no CPT
peditrico, constituindo, aproximadamente, 41% dos casos esporadicos e 58% dos induzidos
por radiacéo [10,26].

As fusdes RET ndo sdo comuns nos principais tipos de CTDCF. No CFT, por exemplo,
0 resultado costuma ser negativo [27], sendo positivo para fusbes no gene PPARG,
principalmente, para PAX8::PPARG [28-33]. Uma das vias de ativacdo do proto-oncogene
RET ocorre pela fusdao 3’ quinase (justaposi¢do da por¢do amino-terminal do gene parceiro
com a porc¢éo carboxi-terminal do RET) ou vice-versa, processo denominado 5 quinase [34].
Atualmente, mais de 30 fusdes RET foram descritas na literatura cientifica [35]; as mais
frequentes na populacéo pediatrica sdo os RET/PTC1 e RET/PTC3, onde o gene RET se funde
com os genes CCDC6 (10g21) e NOCA4 (10g11.2), respectivamente [36].

Atualmente, as fusdes RET sdo foco de estudo no desenvolvimento de alvos
terapéuticos em oncologia, tendo sua atividade bloqueada por inibidores de tirosina quinase
direcionados [37]. Diante desse cenario, 0 presente estudo se prop0s a investigar a frequéncia
de fusdes RET em amostras de CDT de criancas, adolescentes e adultos jovens, assistidos em

quatro centros de atendimento oncolégico da regido Nordeste do Brasil.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Esta secdo compreende a base tedrica constitutiva do objeto deste estudo e se

apresenta em cinco partes, detalhadas a seguir.

2.1 O CANCER DIFERENCIADO DE TIREOIDE

Cancer é a nomenclatura atribuida a um conjunto de mais de 100 doencas que tém, em
comum, a desordem da divisdo celular [38]. Proliferando-se rapidamente, as células formam
tumores com capacidade de disseminacdo e invasdo de tecidos locais e/ou a distancia
(processo denominado metastase), principal causa de morte entre pacientes acometidos por
essa enfermidade [39]. Pelo eu carater multifatorial, o seu desenvolvimento ainda é muito
complexo, entretanto, sabe-se que alteragdes no DNA sdo responsaveis por desencadear o
processo de carcinogénese [40].

As células foliculares da tireoide ddo origem a diferentes formas de tumores tireoidianos
e, entre eles, os tipos papilifero e folicular sdo os mais frequentes em populagéo infantojuvenil
[41,42]. O CPT é dividido em subtipos, segundo as caracteristicas histoldgicas: classica
(CPTC), folicular (CPTVF), solida (CPTVS) e esclerosante difusa (CPTVED). Dentre elas, a
CPTVF e a CPTVS séo encontradas com maior frequéncia em individuos mais jovens [43,6].
O CPDT e o carcinoma indiferenciado ou anaplasico da tireoide (CIT/CAT) estdo associados
a maior agressividade tumoral e a alta carga mutacional, além de surgirem de CTDCFs pré-
existentes (Quadro 1) [44]. Oriundo de células parafoliculares, o carcinoma medular da
tireoide (CMT) apresenta caracteristicas clinicas e moleculares distintas [41].

Nas ultimas décadas, o aumento da incidéncia de cancer de tireoide — sobretudo na
populacdo pediatrica — gerou um grande debate na comunidade cientifica [45]. As alteracbes
genéticas e epigenéticas do cancer de tireoide, assim como em outros tipos de canceres, sdo
fatores que determinam o comportamento tumoral e, em determinados casos, 0 éxito na

resposta terapéutica [46].
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Quadro 1 - Principais caracteristicas do cancer de tireoide derivado de células foliculares.

Histotipo Diferenciacéo Atividade mitotica Prognéstico
CPT ~ Bemdiferenciado =~ Baixa = Excelente
CFT
CAO

CDTAG Alta Intermediario

CPDT Pouco diferenciado
CAT Indiferenciado Ruim

Fonte: Adaptado de Baloch e colaboradores (2022) [6]

Legenda: CPT — Carcinoma Papilifero da Tireoide; CFT — Carcinoma Folicular da Tireoide; CAO —
Carcinoma Oncocitico;, CDTGA — Carcinoma Diferenciado de Tireoide de Alto Grau; CPDT —
Carcinoma Pouco Diferenciado da Tireoide; CAT — Carcinoma Anaplasico da Tireoide.

No cenario atual, a compreensdo de fundamentos moleculares do CT segue sendo uma
linha de pesquisa com alta relevancia, tendo em vista que diversas mutacdes estdo associadas
a tumorigénese na glandula tireoide. Dentre essas, foi demonstrado que os rearranjos do gene

RET tém uma importancia particular e essas fusdes génicas sdo o foco do presente capitulo.

2.2 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E FATORES DE RISCO

A neoplasia maligna da tireoide, apesar de rara, representa a principal doenca do
sistema enddcrino de criancas, adolescentes e jovens adultos [47]. Uma parcela expressiva da
taxa de incidéncia é composta pelo tipo papilifero com, aproximadamente, 90% dos canceres
de tireoide pediatricos, entretanto, 0 aumento de registros para a classe folicular também tem
sido relatado, com média de 10% dos casos [48,49]. Por conta da raridade em individuos mais
jovens, os carcinomas medular, pouco diferenciados e anaplasicos, ndo compreendem um

percentual significativo [42,50,51].

A incidéncia do tipo papilifero em individuos com idade inferior a 20 anos — entre
2000 e 2019 — aumentou de 5 x 10* para 1,1 x 10° [47]. Proposta por varios autores, a
justificativa para esse aumento € o aprimoramento das técnicas de diagndstico por imagem,

causando um sobrediagnéstico na populacdo, sobretudo, em paises de alta renda. A
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consequéncia dessa pratica é a transformacao de individuos saudaveis em pacientes que serdo
expostos a tratamentos desnecessarios ao longo da vida [52-56], principalmente, pessoas
assintomaticas e/ou com microcarcinomas (< 1 c¢cm) que — no CPT tanto adulto, como

pediatrico — chega a equivaler a 40% e 10% dos casos, respectivamente [57,58].

Entretanto, um estudo de 2019, realizado nos Estados Unidos, avaliou 39 registros de
CT no periodo de 1998 a 2013. A partir dessa avaliacdo, Bernier e colaboradores observaram
um crescimento significativo ao longo do intervalo de tempo para todos os estagios de tumor
e, além disso, tendéncias crescentes foram relatadas na faixa etéria de 10 a 19 anos e em todas
as etnias. Com isso, 0 estudo conclui sugerindo que ha improbabilidade que o aumento da
vigilancia médica contribua, integralmente, para o aumento da incidéncia de CT, tendo em

vista que 0s casos em estagio avancado estdo aumentando ao longo do tempo [49].

De acordo com o0 sexo, as taxas de incidéncia para cancer de tireoide passam a
apresentar diferenca significante acima dos 10 anos. Em 2018, na faixa etaria 10-14 anos, foi
observada uma taxa de 17,1 por milh&o para meninas e 5,4 por milhdo para meninos, com
distingdo crescente entre 0os 15-19 anos, onde a incidéncia aumenta para 61,0 por milhdo para
meninas e 12,6 por milhdo para meninos [47], sendo esse o intervalo de idade onde o
carcinoma tireoidiano mais incide na populacéo infantojuvenil ?®. Além disso, tanto o ganho,
quanto a perda de peso aparecem como um fator de risco, significativamente associado ao

risco de desenvolvimento de cancer de tireoide [60].

Embora a incidéncia da doenca continue a aumentar em todas as etnias, pessoas de
ascendéncia branca sdo as mais acometidas pela doenca [61]. De acordo com o Cancer
Incidence in Five Continents (CI15), o Brasil apresenta a maior taxa de incidéncia de cancer de
tireoide entre os paises da América do Sul e Central [62]. Recentemente, Balmant
colaboradores apontaram uma incidéncia de 5,36 por milhdo em individuos menores de 20
anos — com destaque para a regido Sul — onde o percentual da populacdo de pele branca é
maior que nas outras regides do pais e, além disso, 0 sexo feminino foi 0 mais acometido pela
doenca [63].

Dados que corroboram aspectos epidemiolégicos da carcinogénese tireoidiana,
sobretudo em jovens brasileiros, advém de estudos que associam a alta ingestdo de iodo com
maior prevaléncia de cancer de tireoide, principalmente o CPT [64,65]. Em 2014, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) publicou uma revisdo sistematica acerca do efeito da

iodizacdo do sal de cozinha, a fim de prevenir distirbios causados pela deficiéncia desse
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nutriente [66] e o Brasil, ao lado do Chile, Equador, Libéria e Uganda, apresentaram ingestdo

excessiva de iodo — com quantidades superiores a 300 pg/L.

O fato € que, ao longo das Ultimas seis décadas, a incidéncia de casos na populagdo
infantojuvenil foi para além do dobro. Nessa fase da vida, a exposi¢do a radiacdo é muito
preocupante, principalmente, em individuos submetidos a radioterapia para tratamento de
malignidade prévia — tendo em vista que essa acdo terapéutica eleva o risco de
desenvolvimento de CT [67,68].

Historicamente, a radiacdo ionizante aparece associada a carcinogénese tireoidiana
desde 1950 e dois grandes eventos sdo relatados na literatura cientifica como ocasionadores
dos picos de casos da doenca. Ainda na década de 50, o primeiro aumento significativo de
cancer de tireoide na populacdo pediatrica se deu pelo uso de radiagdo no tratamento de lesGes
benignas, como: acne, eczema, otite, tinea capitis, e aumento do timo e amidalas [8,69,70].

No inicio da década de 1960, a relacdo causa e efeito entre a exposicdo a radiacdo e o
desenvolvimento de CPT foi estabelecida, levando a uma diminuicdo dessa pratica
terapéutica. Entretanto, atualmente, a radioterapia é utilizada como tratamento de diferentes
tipos de carcinoma e, como consequéncia, o cancer de tireoide na populacdo infantojuvenil é
um dos tumores malignos secundarios mais frequentes em sobreviventes de cancer infantil
[42,67,68,71].

O segundo acontecimento histdrico foi a explosdo dos reatores da Usina Nuclear de
Chernobyl, em abril de 1986. No momento do episodio, criancas menores de quatro anos
representaram o grupo de alto risco para o CPT [72]. Dez anos depois, paises do leste
europeu, sobretudo Ucréania e Bielorrussia — que apresentaram altos niveis de contaminacao
por 13! e 1¥’Cs — tiveram uma elevagio acentuada no nimero de casos de cancer de tireoide
mas, desta vez, em criancas de 10 a 14 anos [73]. Nesse periodo, a taxa de incidéncia teve

pico de 4 x 108 enquanto, antes do acidente, os registros nessa area marcavam 1 x 10 [74].

Em margo de 2011 — ap6s um tsunami provocado por maremoto de magnitude 8,7 —
ocorreu o derretimento de trés dos seis reatores da Central Nuclear de Fukushima I. Apos o
desastre, medidas foram tomadas pelo governo japonés a fim de reduzir a captagido de 3!,

como: restri¢des alimentares, baixa ingestdo de iodo e evacuacao de &reas contaminadas [75].

Tais providéncias podem ter surtido efeito pois, entre outubro de 2011 e margo 2014, a
Pesquisa de Gestdo de Saude de Fukushima realizou uma triagem com ultrassonografia em,

aproximadamente, 300 mil individuos com idade < 18 anos [76]. Ap0s essa rodada, um total
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de 108 criancas foram diagnosticadas com suspeitas ou confirmacdo de malignidade
tireoidiana por meio da pungéo aspirativa por agulha fina (PAAF), representando um valor
ndo significativo [77].

Além disso, a quantidade de iodo radioativo absorvida por residentes de Fukushima foi
muito inferior & quantidade de Chernobyl. Embora tenha sido um acidente de grande impacto,
ainda ndo hé evidéncias que associem a catastrofe ocorrida no Japao ao aumento da incidéncia
de cancer de tireoide em seus residentes [78,79]. Cientistas seguem estudando os efeitos desse
episédio na carcinogénese tireoidiana em populacdo infantojuvenil e, curiosamente,

descobriram que o perfil mutacional desse grupo se assemelha ao relatado em adultos [80].

2.3 PRINCIPAIS VIAS DE SINALIZACAO DO CT

O processo de tumorigénese é mediado pelas vias de sinalizagdo MAPK/ERK e
PIBK/AKT/mTOR, ativadas pela ligacdo de fatores de crescimento a receptores tirosina
quinase, como a RET (Figura 1) [81]. A ativacdo constitutiva da via MAPK € considerada
essencial para o desenvolvimento do cancer de tireoide, tendo em vista que, aproximadamente
70% dos casos da doenca sdo causados por mutacGes que ativam essa via, ou seja, drivers
oncogeénicos. Esse processo pode ocorrer por mutacfes pontuais nos genes BRAF e RAS ou
por fusdes génicas de receptores tirosina quinase, como RET, NTRK e ALK [13,82].

Esse mecanismo resulta na dimerizacdo e ativacdo do receptor por meio da
autofosforilacdo de residuos de tirosina, da porcdo RET-IC. A partir dai, proteinas ativam a
proteina RAS pela troca GDP (guanodina difosfato) por GTP (guanodina trifosfato) [83].
Uma vez ativada, a RAS realiza o recrutamento e ativacdo de proteinas RAF, induzindo
ativacdo sequencial das proteinas MEK e ERK; por fim, a ERK age fosforilando, proteinas de
sinalizacdo no citoplasma e fatores de transcricdo no nucleo, responsaveis por controlar

importantes processos celulares [84,85].

A segunda principal via de sinalizacdo envolvida no CT é a PI3K/AKT/mTOR, outro
mecanismo celular responsavel pelo controle da sobrevivéncia, proliferagdo e mobilidade
celular. O processo tem inicio com a ativagdo do receptor tirosina quinase por meio de fatores
de crescimento semelhantes a insulina (IGFs), recrutando PI3K para perto de seus substratos
lipidicos [86]. PI3K produz PIP3, que recruta a proteina quinase AKT para a membrana
plasmatica, onde é ativada pela PDK1 e mTORC2. A AKT fosforila TSC2 e esse processo

induzem RHEB-GTP a ativar o complexo mTORC1 que, por sua vez, fosforila as proteinas de
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ligacdo 4E e S6K, responsaveis por modular a biogénese do ribossomo e traducdo de
proteinas como a ¢c-MYC que, da mesma forma que a via MAPK/ERK, desempenha

processos celulares essenciais [87].

Figura 1 - Vias MAPK e AKT no cancer de tireoide.

Ativacao fisiologica das vias MAPK e AKT

Vias MAPK e AKT no CTDCF

Fonte: Adaptado de Baloch e colaboradores (2022) [6].

Legenda: Visdo geral esquematizada das vias de MAPK e AKT em estado fisiolégico (esquerda) e
neoplasico (direita). Ambas as vias estimulam a proliferacdo, angiogénese e migracao de células. No
cancer de tireoide (a direita), varios genes de fusdo ou mutaces simulam a ativacao fisiolégica dos
RTKs, levando a sinalizagdo constitutivamente ativa de MAPK e PI3K-AKT, mesmo na auséncia de
ligantes extracelulares. As fusbes RET e NTRK1/3 (estrelas amarelas), ativando as mutacdes PIK3CA,
AKT, RAS e BRAF (estrela verde), bem como as mutacdes deletérias do PTEN (estrela vermelha), séo
destacadas.
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2.4 ASPECTOS CLINICOS E PROGNOSTICO

Os nodulos tireoidianos palpaveis, apesar de raros na populacdo pediatrica, sdo a
principal manifestacdo clinica do CPT e ocorrem em 1% a 1,5% das criangas [42,88]. Nesse
grupo, a malignidade dos ndédulos de tireoide é muito maior quando comparada a populacao
adulta, sendo 26% versus 5% [89,90]. No entanto, o CPT também se apresenta como
adenopatia cervical sem lesdo palpavel e, infelizmente, o diagnostico € realizado apos a

descoberta de metastases distantes [91].

Comumente, o CPT pediatrico é multifocal e bilateral, com alto indice de metastases
regionais para linfonodos cervicais (Figura 2) [92-94] e, aproximadamente, 25% dos casos
sdo acometidos por metastases pulmonares por via hematogénica. Os casos de CFT,
normalmente, sdo caracterizados por um tumor unifocal, com auséncia de metastase em
linfonodos regionais e maior propensdo a metastases hematogénicas para 0s pulmdes e 0s
0ss0s [95-97].

Figura 2 — Tomografia computadorizada mostra metastases em linfonodos regionais em
paciente de 11 anos, com fusdo RET/PTC6 (TRIM24::RET)

Fonte: Arquivo de imagens do autor.
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Apesar do aumento de incidéncia, a taxa de sobrevida nesse grupo é alta. Numa coorte
de 740 pacientes — com idade média de 11,7 anos — a sobrevida observada em 5 e 10 anos,
para todo o grupo, foi de 99,5% e 98,8%, respectivamente [98]. Usualmente, individuos
adultos com rearranjos RET tendem a um progndstico favoravel e boa resposta ao tratamento
com iodo radioativo. Em contrapartida, na populacdo infantojuvenil, as fusfes nesse gene
aparecem associados a extensdo extratireoidiana, metastases regionais e a distancia, variantes

mais agressivas e pior prognostico [95,36,99,100].

2.5 0 GENE RET

Esta secdo aborda as caracteristicas do gene RET, compreendendo duas partes,

detalhadas a seguir.

2.5.1 Histérico

Em 1985, num experimento de transfeccdo — processo de inser¢do de acidos nucleicos
em células eucaridticas — Takahashi e colaboradores identificaram o gene RET (REarranged
during Transfection). Sua nomenclatura foi atribuida ao fato de que, inicialmente, a sequéncia
de DNA desse gene foi reorganizada dentro de uma linhagem celular de fibroblastos 3T3,
apos sua transfeccdo com DNA de alto peso molecular, originada de linfoma de células T
humanas [101].

No final da década de 1980, o RET foi mapeado no cromossomo 10 (10q11.2), tendo 21
éxons e tamanho de, aproximadamente, 53 Kb [102,103]. A partir dessa descoberta, 0 gene
RET foi apontado, em 1989, como um driver para a neoplasia enddcrina mdltipla tipo 2
(MEN2), mapeada na mesma regido cromossémica [104]. No mesmo ano, descobriu-se que
ele codifica uma proteina transmembranar pertencente a familia do receptor tirosina quinase
(RTK): a RET, responsavel pela regulacdo da expressédo génica envolvida no crescimento,

proliferacdo, apoptose, migracao, sobrevivéncia e diferenciacéo celular [105,106].

O gene RET e seus homdlogos ja foram identificados em varios vertebrados, bem como
na mosca-das-frutas (Drosophila melanogaster) [107]. E expresso na crista neural
(embriogénese), ganglios entéricos, celulas C da tireoide, células germinativas renais e
testiculares, além de ganglios sensoriais e autbnomos do sistema nervoso periférico [108].

Devido a isso, mutagfes com perda de funcdo da linha germinativa no gene RET estéo
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associadas a anomalias congénitas do rim e do trato urinario (CAKUT) e ao mega cdlon

congénito (doenga de Hirschsprung) [109-111].

Em 1990, quando avancos na pesquisa permitiram que cientistas reportassem as fusdes
no gene RET como um driver oncogénico comum nos casos de CPT, Grieco e colaboradores
relataram que 05/20 amostras tumorais desse tipo histologico apresentaram fusdo do dominio
tirosina quinase do RET, com a regido terminal 5° do gene H4, ambos genes do cromossomo
10 [112]. Esse rearranjo — posteriormente denominado RET::CCDC6 ou RET/PTC1 — foi o
primeiro a ser descoberto e, como é visto na Figura 3, atualmente, mais de 35 parceiros de
fusdo do gene RET ja foram relatados na literatura cientifica [35].

Figura 3 — Fusbes RET

parceiro de fusdo
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™ quinase
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ACBD5 FRMD4A  PPFIBP2
AFAP1L2 GOLGAS  PRKAR1A
AKAP13 HOOK3 PRKG1

BCR KIAA1217 RFG9
CCDC6 KIAA1468  RUFY2
CLIP1 KIF5B SNRNP70
cuxi KTN1 SPECC1L

EML4 MYH13 SQSTM1
EPHAS NCOA4 TBL1XR1
ERC1 PARD3 TNIP1
FGFR10P  PCM1 TRIM24
FKBP15 PICALM TRIM27
TRIM33
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Fonte: Adaptado de Subbiah e colaboradores (2020) [113]

Legenda: Os pontos de quebra cromossémicos, normalmente, ocorrem no intron 11 e, eventualmente,
nos introns 7 e 10. Os nimeros indicam os éxons do gene. A proteina de fusdo resultante possui o
dominio de dimerizacdo do parceiro (verde) e o dominio quinase do RET (azul), podendo também
possuir o dominio transmembranar do gene (cinza). Os genes de parceiros de fusdo estdo listados na
figura.
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2.5.2 Aspectos moleculares

A proteina que ele codifica, a RET, é composta, estruturalmente, por trés por¢oes:
extracelular (EC), transmembranar (TM) e intracelular (1C) [114], como mostra a Figura 4. O
segmento RET-EC tem quatro dominios do tipo caderina e um dominio rico em cisteina,
envolvidos na formacdo de ligacbes dissulfeto [21]. RET-IC contém o dominio tirosina
quinase, dividido em dois subdominios, sendo o primeiro pelos éxons 13 e 14 e o segundo
pelos éxons 15 e 16 [22]. Por fim, a cauda carboxi-terminal que, como consequéncia de
splicing alternativo, varia em comprimento e gera diferentes isoformas: RET9, RET43 e
RET51 (a depender da quantidade de aminoacidos, a partir da glicina de posicdo 1063
[115,116].

Para que a proteina RET seja ativada, é necessario que ocorra uma ligacdo entre seu
dominio extracelular e o receptor alfa (GFRa) pertencente a familia GDNF. Os ligantes,
conhecidos por se ligarem ao receptor GFRa, incluem persefina, artemina e neurturina, trés
membros da familia GDNF (pertencentes a superfamilia do fator de crescimento beta/ TGFf)
[117]. Dessa forma, um complexo tripartite é formado pela ligacdo do receptor alfa a por¢édo

extracelular da proteina RET e um membro da TGFp, estimulando a RET quinase [21].

Em consequéncia, ocorre a autofosforilacdo de maltiplos residuos de tirosina quinase na
porcao intracelular da proteina RET, alterando sua conformacédo e permitindo a ligacdo de
proteinas citoplasmaticas adaptadoras, que irdo conduzir a ativacdo de vias de sinalizacdo no
citosol [118], sendo que algumas estdo associadas a implicacdo de importantes eventos
celulares, como: quimiotaxia, diferenciacdo, proliferacdo, migracdo e sobrevivéncia celular
[119].

Em especial, a fosforilacdo da tirosina citoplasmética 1096 da RET € essencial para a
ligacdo da proteina citoplasmatica adaptadora shc, que recruta a proteina de ligacdo associada
ao GRB2 (GAB) para ativar as vias PI3BK/AKT/mTOR e MAPK/ERK [119,120]. Por conta
disso, mutacdes no gene RET tém sido amplamente associadas ao desenvolvimento de
diversas doengas. Atualmente, é bem esclarecido na literatura cientifica que diversas
mutacdes pontuais no RET exercam papel indutor para MEN2A, MEN2B e CMT [121,122].

Além da sua atividade oncogénica sobre as células parafoliculares, sabe-se que
mutacdes do RET também atuam como indutoras do CPT. Entretanto, diferente das demais

malignidades, esse tipo de céncer ndo estd diretamente associado a presenca de mutagoes
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pontuais ativadoras, mas a presenca de alteracbes cromossémicas estruturais, principalmente,
a inversdo paracéntrica e as translocacbes, ambas responsaveis pela formacdo de fusGes
génicas [112,124]. A inversdo paracéntrica ocorre quando uma regido do cromossomo se
separa, mas € reconstituida de forma invertida e sem afetar o centrdmero. Ja a translocacao é

um processo que envolve a troca de segmentos de dois cromossomos ndo homdlogos [125].

Figura 4 — Representacéo esquematica da proteina RET
proteina RET
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Fonte: Adaptado de Santoro e Carlomagno (2013) [123].

Os rearranjos do RET podem acontecer de forma espontanea, em baixa frequéncia, mas
podem ser induzidos por agentes clastogénicos (que produzem breakpoints cromossomais),
como: radiacdo ionizante, infeccdes virais e agentes quimicos [125,126]. Estudos mostram

que quase metade dos tumores pediatricos apresentam um rearranjo genético, seja ele
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espontaneo ou induzido por radiacdo [95]. Em relagéo aos drivers moleculares, a prevaléncia
de fusbes RET em casos de CTDCF vem sendo, expressamente, reportada na literatura
cientifica, dada a sua predominancia em crianc¢as, adolescentes e adultos jovens, como é

possivel visualizar no Quadro 2.

Embora a expressdo do gene RET seja nula ou apresente niveis muito baixos no epitélio
tireoidiano normal, seus rearranjos representam as alteracdes moleculares mais frequentes no
CT infantojuvenil [10,127]. Dentre as ja descritas desse gene, RET/PTC1 e RET/PTC3 sdo as
fusBes mais frequentes, embora haja variacdo nas técnicas de deteccdo e heterogeneidade de
expressdo génica dentro do tumor [128,129]. No CPT, as fusdes RET s&o mutuamente
excludentes com outros drivers oncogénicos, como mutacdes em BRAF, RAS e outras fusoes
TR. Essa exclusividade mutacional tem direcionado pesquisas a fim de desenvolver inibidores

da quinase RET, como o Selpercatinibe e Pralsetinibe [130].

Quadro 2 — Frequéncia de fusGes do gene RET no cancer de tireoide infantojuvenil por estudo.

Estudo Pais Idade | Casos Frequéncia de Metodo
(N) fusdes RET
Fugazzola L Italia 6-14 | 06 CPT* 416 (67%) RT-PCR
et al. 1995
[131]

Klugbaueret | ajemanha | <11 | 12 CPT* 8/12 (67%) RT-PCR
al. 1995 [132]
Bongarzone et Italia 4-19 | 9 CPT** 6/9 (67%) RT-PCR
al. 1996 [133]

Williams et | peing Unido | 7-14 | 21 10/21 (48%) RT-PCR
al. 1996 [134] CPT**

Nikiforovet | petados | 5-18 | 38CPT* | 33/38 (87%) RT-PCR
al. 1997 [135] | Unidos

Nikiforovet | gqados | 5-18 | 17 12/17 (71%) RT-PCR
al. 1997 [135] Unidos CPT**

Motomuraet | japa0 | 9-14 | 10 3/10 (30%) RT-PCR
Thomas etal. | peing Unido | 6-18 | 67CPT* | 37/67 (55%) | RT-PCRe IHQ

1999 [137]
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Thomas et al.

Reino Unido | 6-18 | 7 FTC* 017 (0%) RT-PCR e IHQ
1999 [137]
Fentonetal. | Eqagos | 6-21 | 1CPT* 1/1 (100%) RT-PCR
2000 [138] Unidos
Fenton et al. Estados | 6-21 | 33 15/33 (45%) RT-PCR
2000 [138] Unidos P—
Fenton et al. Estados | 6-21 | 8 CFT** 0/8 (0%) RT-PCR
2000 [138] Unidos
Santoro et al. Itélia <15 | 106 36/106 (34%) RT-PCR
2000 [139] CPT*
Rabesetal. | ajemanha | <14 | 99 CPT* | 50/99 (50%) RT-PCR
2000 [140]
Rabesetal. | ajemanha | 14- | 92CPT* | 44/92 (48%) RT-PCR
2000 [140] 18
Elisei et al. Itélia <18 | 25CPT* |  19/25 (76%) RT-PCR
2001 [141]
Elisei et al. Itélia <18 | 25 10/25 (40%) RT-PCR
2001 [141] CPT**
Penko et al. Estados 10- | 1CPT* 1/1 (100%) Nested PCR
2005 [142] Unidos 21
Penko et al. Estados 10 - 13 6/11 (55%) Nested PCR
200501421 | unidos | 21 | cpT**
Penko et al. Estados 10- | 4 CFT** 0/3 (0%) Nested PCR
2005 [142] Unidos 21
Mitusake et Japio | 9-22 | 67 CPT* 7167 (10%) RT-PCR
al. 2015 [80]
Mitusake et Japo 9-22 | 1CPDT* 0/1 (0%) RT-PCR
al. 2015 [80]
Ballesteretal. | pqagos | 10- | 2cPT* 1/2 (50%) RT-PCR,
2016 [143] Unidos 18 Sanger e NGS
Ballesteretal. | - gqragos | 10- 23 5123 (22%) RT-PCR,
2016 [143] Unidos 18 | CPT** sanger e NGS
Ballesteretal. | gqagos | 10- | 1 CFT* 0/1 (0%) RT-PCR,
2016 [143] Unidos 18 Sanger e NGS
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Picarsic et al.

Estados <18 17 3/17 (18%) NGS
2016 [1441 | ynidos CPT**
Picarsic et al. Estados <18 | 1 CET** 0/1 (0%) NGS
2016 [144] Unidos
Prasadetal. | goagos | 6-18 | 27 6/27 (22%) NGS
2016 [145] | ynidos CPT**
Nikitaetal. | gqados | 7-18 | 2CPT* 0/2 (0%) RT-PCR
2016 [146] Unidos
Nikitaetal. | goagos | 7-18 | 32 6/32 (19%) RT-PCR
2016 [146] Unidos CPT**
Nikita et al. Estados 7-18 | 5 CFT** 0/5 (0%) RT-PCR
2016 [146] Unidos
Gertz et al. Estados | 8-18 14 2/14 (14%) FISH
2016 [147] Unidos CPT**
Vanden Borre Estados <21 14 5/14 (36%) NGS
etal. 2017 Unidos CPT***
[148]
Mostoufi- Estados <18 | 3CPT* 0/3 (0%) RT-PCR
Moab et al. Unidos
2018 [149]
Mostoufi- Estados <18 59 12/59 (20%) RT-PCR
Moab et al. Unidos CPT**
2018 [149]
Mostoufi- | Ectados | <18 | 6 CFT** 0/6 (0%) RT-PCR
Moab et al. Unidos
2018 [149]
Wasserman et Canadé <18 2 CPT* 0/2 (0%) RT-PCR
al. 2018 [150]
Wasserman et Canada <18 28 7/28 (25%) RT-PCR
al. 2018 [150] CPT**
Pekova et al. Repuiblica 6-20 | 2CPT* 0/2 (0%) PCR Real Time
2019 [95] Tcheca
Pekovaetal. | pepaplica | 6-20 81 18/81 (22%) PCR Real Time
2019 [99] Tcheca CPT**
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Pekovaetal. || penilica | 6-20 | 93 CPT* 26/93 (28%) NGS e PCR
2020 [151] Tcheca Real Time
Bae et al. Coreiado | 9-18 12 01/12 (8%) NGS
2021 [152] sul CET %
TOTAL GERAL 1.167 394/1.167 (33,8%)
Casos

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: *Presenca de casos com exposi¢cdo a radiagdo; **Casos esporadicos; ***Casos com
exposicdo a radiacdo desconhecida.

2.6 RASTREAMENTO DE FUSOES RET/PTC

As diferencas clinicas, moleculares e patologicas do CT entre adultos e criangas
levaram a American Thyroid Association a criacdo de diretrizes exclusivas para a populacdo
pediatrica (7). Nesse grupo, o diagnostico de cancer de tireoide tem inicio com a anamnese,
exames de funcdo tireoidiana e ultrassonografia que, dependendo do achado, pode ser
complementado com uma tomografia computadorizada [153].

Dada a importancia do papel prognostico das fusdes RET/PTC na populagdo
infantojuvenil, técnicas da biologia molecular para detecta-las tém sido cada vez mais
solicitadas, em especial: hibridizagdo fluorescente in situ (FISH), reacdo em cadeia da
polimerase com transcriptase reversa (RT-PCR) e sequenciamento de nova geracdo (NGS)
[154]. A imuno-histoquimica (IHQ) pode ser utilizada para medir a expressdo da proteina
RET, servindo como marcador substituto para fusdes no gene. Entretanto, estudos mostram
que a IHQ apresentou baixa correspondéncia com a presenca de fusdes RET identificadas em
FISH e RT-PCR [155,156].

2.6.1 FISH

A Fluorescense In Situ Hybridization é uma técnica caracterizada pela identificagdo e
localizacdo de &cidos nucléicos alvo (sequéncias de DNA ou RNA), por meio da ligacdo
complementar de sondas (sequéncias de DNA conhecidas) marcadas com moléculas
fluorescentes, denominadas fluorocromos (Figura 5). Atualmente, empresas de consumiveis

laboratoriais dispéem de diferentes sondas para aquisicdo e com diversas finalidades,
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principalmente na oncologia, promovendo um rapido diagndstico de amplificacGes génicas,
rearranjos, microdelecdes e microduplicagdes cromossomicas [157,158].

Figura 5 — Representacéo esquematica das etapas da FISH
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Fonte: Adaptado de Speicher e Carter (2005) [159] Legenda: A obtencdo da sonda e da
zona alvo sdo processos feitos de forma independente (a) e, em seguida, a sonda é rotulada (b)
com haptenos (indiretamente) ou fluorocromos (diretamente). Para obtengdo da fita simples, a
sonda e o0 DNA cromossdmico sdo deshaturados (c) e, quando postos em contato, a sonda
hibridiza in situ com o DNA-alvo (d). Se a sonda for rotulada indiretamente, uma etapa extra é
necessaria para visualizagdo do hapteno (e).

2.6.2 RT-PCR

A Reverse Transcription-polymerase Chain Reaction é um método que permite o estudo
do RNA através da PCR. Nessa técnica, demonstrada na Figura 6, por meio da enzima
transcriptase reversa, uma amostra de RNA é convertida em cDNA para que seja amplificado
pela PCR convencional, oferecendo oportunidades para detecgdo de genes expressos e

variantes de transcricdo, além da geracdo de cDNA para o método de sequenciamento [160].
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No entanto, a RT-PCR ¢ direcionada para a deteccdo Unica de fusdo especifica e,
normalmente, requer um RNA de alta qualidade, associado ao sistema multiplex [161].

Figura 6 — Representacdo esquematica das etapas da RT-PCR
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Fonte: Adaptado de Sigma-Aldrich [162]

Legenda: Juntamente com nucleotideos, transcriptase reversa, primers, ion divalente e uma
solugdo tampdo, o RNA ¢ inserido num microtubo para ser submetido a variagbes de
temperatura (a), o primer se liga a sua regido complementar na fase de anelamento (b) e a
transcriptase reversa sintetiza 0 DNA complementar a partir do primer (c). Em seguida, o cDNA
é submetido a PCR convencional e amplificado em milhdes de copias (d).

2.6.3 NGS

O Next Generation Sequencing € um método de abordagem econdmica capaz de
sequenciar, simultaneamente, milhdes de curtas cadeias de nucleotideos presentes no DNA ou

RNA (Figura 7). Diferentemente do sequenciamento Sanger, essa técnica permite uma
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anélise de todo genoma, exoma ou transcriptoma, com alta sensibilidade para detec¢do de
alterages moleculares [163,164].

O NGS direcionado ao DNA, além de ndo requerer uma etapa de purificacdo de RNA, é
capaz de detectar pontos de fusGes génicas juntamente com alteragdes cromossémicas
estruturais. Entretanto, ao envolver regides intronicas em genes com grandes sequéncias

repetitivas (como NTRK2 e NTRK3), a sua eficiéncia pode ser prejudicada [165].

Figura 7 — Fluxo de trabalho do NGS
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Fonte: Adaptada de Nagahashi e colaboradores (2019) [166].

Legenda: O inicio se da com o processamento da amostra parafinada que, em seguida, é submetida a
extracdo de DNA e RNA. As regifes alvo de interesse sdo amplificadas e processadas para NGS, e as
sequéncias geradas sdo analisadas em bioinformética para validagéo e geracdo de laudo com
resultados encontrados e, se necessario, recomendacdes terapéuticas.

Embora o direcionamento com RNA ndo seja afetado por regides intronicas, a sua
manipulacdo €é mais sensivel, principalmente em amostras parafinadas, pois o néo
cumprimento de critérios de qualidade pode ocasionar uma elevada degradagédo [167]. Por
conta do alto desempenho, painéis direcionados (numero limitado de genes a serem

analisados) sdo os mais adequados para o rastreamento de fusdes, pois requerem uma menor
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quantidade de &cido nucleico, a andlise é direcionada aos alvos clinicos mais importantes,
tornando o processo mais rapido e de féacil interpretacdo. Além disso, os painéis permitem
direcionar uma terapia alvo para as fusGes detectadas, fornecendo melhoria na pratica clinica
[168].
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3 OBJETIVOS

Esta secdo apresenta 0s objetivos estabelecidos para este estudo, indicando o0s

resultados esperados.

3.1 GERAL

Determinar, retrospectivamente, a prevaléncia de fusdes do gene RET em amostras
parafinadas de CDT de criangas, adolescentes e adultos jovens atendidos nos centros

participantes do estudo.

3.2 ESPECIFICOS

e Estudar, por meio de painel mutacional HotSpot e painel de fusdes génicas, a presenca
de outros drivers oncogénicos nas amostras tumorais;

e Auvaliar a associagdo de aspectos clinico-patoldgicos (idade, sexo, tamanho do tumor,
subtipo histoldgico, ocorréncia de metastases loco-regionais e a distancia, e risco de
recorréncia) com a positividade para fusdes no gene RET.
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4 HIPOTESES

HO: existe baixa prevaléncia de fusdes do gene RET em amostras parafinadas de CDT
de criancas, adolescentes e adultos jovens, atendidos nos centros participantes do estudo;

H1: existe alta prevaléncia de fusdes do gene RET em amostras parafinadas de CDT de
criancas, adolescentes e adultos jovens, atendidos nos centros participantes do estudo.
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5 MATERIAL E METODOS

Esta secdo compreende os procedimentos metodoldgicos que visam dar cumprimento aos

objetivos estabelecidos.

5.1 DESENHO DO ESTUDO E POPULACAO ESTUDADA

Estudo observacional analitico transversal, de carater retrospectivo, com 79 casos de
carcinoma diferenciado de tireoide (CDT), em pacientes com idade igual ou inferior a 21 anos
de idade, diagnosticados e tratados em quatro diferentes centros de salde da regido Nordeste
do Brasil, entre janeiro de 2010 e marco de 2021: (i) Hospital Aristides Maltez (HAM), (ii)
Instituto Integrado Endocrinologia e Cirurgia (IT), ambos localizados na cidade de Salvador,
Bahia; (iii) Hospital Dom Pedro de Alcantara (HDPA), localizado na cidade de Feira de
Santana, Bahia; (iv) Hospital Univesitario Lauro Wanderley (HULW), localizado na cidade
de Jodo Pessoa, Paraiba. Selecionaram-se amostras tumorais de pacientes ndo consecutivos
(amostragem ndo probabilistica, por conveniéncia), fixadas em formol e conservadas em
parafina (FFPE), resultantes de ressecc@es cirdrgicas da tireoide realizadas pelos servigos de
cirurgia de cabeca e pescogo dos respectivos locais.

Atualmente, 0o HAM conta com 255 leitos e um corpo clinico de, aproximadamente, 200
profissionais médicos que atendem, por dia, cerca de 3500 pessoas de todas as idades. A sua
unidade oncopediatrica estd em funcionamento ha mais de uma década, sendo considerada
uma das melhores do pais. A instituicdo, mantida pela Liga Bahiana Contra o Cancer
(LBCC), atende — exclusivamente — pacientes do Sistema Unico de Sadde (SUS), oriundos de
quase todos os municipios da Bahia, mas também de estados adjacentes, como Sergipe e
Alagoas [169].

O IT é um Instituto multidisciplinar, de rede privada, especializado em doencas da
tireoide, com Cadastro Nacional de Pessoa Juridica (CNPJ) 33.159.861/0001-76, e conta com
servigos de Endocrinologia, Radiologia, Ultrassonografia, Cirurgia de Cabega e Pescoco,
Medicina Nuclear, Patologia e Nutricdo, a fim de tratar cada paciente de forma integral e
individualizada [170].

O HDPA, mantido pela Santa Casa de Misericordia de Feira de Santana (SCMFS), hoje
conta com 145 leitos, 12 deles destinados a Unidade de Terapia Intensiva (UTI). O hospital é

referéncia em Oncologia e atende, majoritariamente, pelo SUS e por demais convénios, a
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pacientes de Feira de Santa e mais 71 municipios da Macrorregido Centro — Leste do Estado
da Bahia [171].

O HULW, integrado a Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e administrado pela
Empresa Brasileira de Servicos Hospitalares (EBSERH), conta com cerca de 44.000 m2 de
area construida e, hoje, é configurado como hospital-escola. Como campo de estagio dos
estudantes de graduacdo, pds-graduacdo e ensino técnico, a instituicdo busca entregar uma
formacéo de profissionais que atuem como agentes humanizadores, por meio da educacao em
servico no SUS. Atualmente, encontra-se em curso o processo de discussdo interna para que o

hospital seja habilitado como unidade especializada em Oncologia [172].

5.2 GRUPO AMOSTRAL

Os casos foram selecionados ap06s pesquisa de pacientes que tiveram o diagnostico de
neoplasia maligna da glandula tireoide (c6digo C73, segundo a Classificacao Internacional de
Doencas (CID), por meio de exame anatomopatoldgico (AP). Além disso, deviam estar
registrados em base de dados disponivel em sistema eletrénico interno dos servicos de
anatomia patologica: a) HAM e IT, em Salvador; b) HDPA ou no Centro de Diagnostico Pires
(CEDAPI), em Feira de Santana; ¢c) HULW ou no Centro de Diagnéstico Anatomopatoldgico
(CEDAPP), em Jodo Pessoa. A principio, os pacientes elegiveis para o estudo foram aqueles

cujos laudos de AP indicavam diagndstico de CDT.

Apds essa etapa, realizou-se a busca das respectivas laminas coradas com hematoxilina-
eosina (HE) — previamente confeccionadas para realizacdo do AP — bem como dos respectivos
blocos de parafina contendo tecido tumoral. Ambos, blocos e laminas, estavam mantidos em
seus respectivos servicos. Nas ocasifes em que as laminas estavam ausentes ou inadequadas
para avaliacdo e identificacdo da area tumoral, novas laminas foram confeccionadas e coradas

com HE.

5.2.1 Critérios de Incluséo e Exclusao

A selecdo de casos elegiveis para esta pesquisa, ilustrada na Figura 8, obedeceu ao
sequinte critério de inclusdo: a) pacientes com idade igual ou inferior a 21 anos,
diagnosticados com CDT e tratados cirurgicamente pelo HAM, IT, HDPA e HULW, entre
janeiro de 2010 e margo de 2021.
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Excluiram-se do estudo: a) casos que ndo dispunham de laudo anatomopatoldgico
registrado em sistema eletronico; b) casos que ndo tinham estadiamento tumoral completo
pela classificacdo TNM [173]; c) casos cujos blocos de parafina contendo tecido tumoral nao
foram localizados nos respectivos arquivos dos servicos de anatomia patoldgica e citoldgica
(SAPC); d) casos com escassez de tecido tumoral tireoidiano para anélise inicial do SAPC; e)
amostras tumorais que ndo tivessem sido submetidas ao protocolo de revisao

anatomopatoldgica pelo médico patologista colaborador (vide ANEXO A).

Figura 8 — Fluxograma de amostragem

Hospital Aristides Maltez (HAM)

Casos CDT = 21 anos
(N=117)
03/2010— 03/2020

———————————————— ->| Casos com AP ausente (N = 21)

96 casos elegiveis

AP sem CDT ou auséncia de dados (N = 15)
*« Neoplasia medular da tireoide (N = 06)
———————————————— » + Neoplasia benigna da tireoide (N = 04)
* Neoplasia de outro sitio (N = 04)
= Auséncia de dados (N =01)

81 casos revisados

-------------- >| Blocos ausentes (N = 28)

53 casos selecionados

———————————————— >| Escassez de tecido (N = 10)

k4

43 casos coletados e avaliados |

+ IT — Endocrinologia e Cirurgia (N = 08)
= Hospital Dom Pedro de Alcintara(N = 11)
= Hospital Universitario Lauro Wanderley (N =17)

| Casuistica N =79 |

Fonte: Elaboragdo do autor.
Legenda: Abreviacbes: CDT — carcinoma diferenciado da tireoide; AP —
anatomopatoldgico
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5.3 COLETA DE TECIDO PARAFINADO

Para realizacdo do exame molecular, quatro laminas foram confeccionadas com cortes
histologicos sequenciais de 10 pm de espessura, as quais foram sobrepostas as suas
correspondentes laminas HE, com as &areas tumorais previamente marcadas. As areas de
tecido tumoral das novas Iaminas foram dissecadas manualmente com navalhas descartaveis e
estéreis (Leica Biosystems, Alemanha) e transferidas para microtubos de 1,5 mL (Eppendorf,
Alemanha), previamente autoclavados e identificados e estocados a temperatura ambiente até
0 processamento (Figura 9). Em casos de multifocalidade, foram selecionados todos os focos

tumorais, mas somente o foco de maior extensao foi utilizado no estudo.

Figura 9 — Material de arquivo dos SAPCs e coleta de tecido tumoral

A B

Fonte: Arquivo fotogréfico do autor.
Legenda: A: bloco de parafina com tecido tireoidiano; B: demarcacgdo da area tumoral
a partir de corte de tecido tireoidiano corado com HE; C e D: coleta de tecido tumoral
em laminas com cortes histologicos.
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A fim de iniciar a avaliagdo molecular, as amostras acondicionadas nos microtubos
foram transferidas para o Laboratério de Estudo da Tireoide (LET), do Instituto de Ciéncias
da Saude (ICS/UFBA). Para o rastreamento de mutagdes pontuais e de fusGes génicas, por
meio de Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS), as amostras foram incialmente
processadas no Laboratério Studart-Studart (LSS), localizado na cidade de Salvador;
enquanto as amostras remanescente foram analisadas pelo Grupo Hermes Pardini, no

municipio de Vespasiano, Distrito Industrial de Minas Gerias.

5.4 EXTRACAO DE DNA TUMORAL PARAFINADO

Para extracdo de DNA gendmico utilizou-se o kit comercial RecoverAll™ Total Nucleic
Acid Isolation Kit for FFPE (Life Technologies, Estados Unidos), conforme instrucbes do
fabricante. Diante disso, as amostras de tecidos tumorais oriundas dos blocos de parafina
foram submetidas a um tratamento prévio de desparafinizacdo com xilol e, ap6s término do
processo de extracdo, as amostras foram armazenadas em freezer a -20°C, até a sua utilizacéo
nos centros de andlise. Foram utilizados dois microlitros da amostra para determinacdo da
concentracdo e pureza do DNA extraido, utilizando-se Nano Espectrofotometro KASVI
Modelo K23-0002 (KASVI, Brasil). Foi considerado DO2so nm = 1 equivalente a 50 ng/ul de
DNA. Os valores de referéncia para amostras de boa qualidade foram os racios DO260/DO2s0 €
DO260/DO230 entre 1,7 e 2,0.

5.5 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO (NGS)

Esta secdo sera apresentada em duas partes: mutacdes pontuais e fusdes génicas.

5.5.1 Mutacgdes Pontuais

No LSS, a genotipagem das regibes gendmicas alvo foi realizada por NGS na
plataforma iSeq 100 Sequencing System (Illumina Inc, Estados Unidos). O método utilizado
para selecdo das regides de interesse foi 0 amplicon-based, através do AmpliSeq for Illumina
Custom Panel (Illumina Inc, Estados Unidos), conforme validagéo e padronizagéo interna. As
analises de bioinformatica foram conduzidas na plataforma cloud-based, da Varstation™,

com pipeline padronizado para tecnologia e laboratério, considerando as regras da
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Association for Molecular Pathology [174-176]. Trata-se de um ensaio qualitativo e
quantitativo. Cut-off laboratério: VAF >5%. Cobertura média em regibes de interesse 350X,
percentual de leituras em regides de interesse com cobertura >300x >90,00% e percentual de
leitura com Q-value >30 >95%. Sensibilidade: >95% e especificidade: 95,9%. Variantes que
podem ser detectadas: SNP e indels. Variantes reportadas: patogénicas e provavelmente

patogénicas.

No Grupo Hermes Pardini, o material recebido foi submetido a avaliagdo microscopica
por patologista para determinacdo da area tumoral da amostra. Para garantir a sensibilidade do
teste, apenas amostras com minimo de 5% de &rea tumoral foram utilizadas. O DNA presente
no bloco de parafina/lamina foi desparafinizado e extraido com o kit Cobas DNA Sample
Preparation (Roche, Suica). As regides hotspots de interesse foram amplificadas com o painel
customizado (ThermoFisher, Estados Unidos) e submetidas ao sequenciamento de nova
geracdo (NGS) por meio do equipamento lon S5 System (ThermoFisher, Estados Unidos). As
sequéncias geradas foram alinhadas contra o genoma de referéncia GRCh37/hgl9 e
processadas em pipeline de bioinformatica lon Torrent (versdo 5.10 - ThermoFisher, Estados
Unidos). Os resultados foram analisados no software lon Reporter (versdo 5.10 -

ThermoFisher, Estados Unidos).

Quadro 3 — Painel NGS utilizado para detec¢do de mutagdes pontuais.

Gene Referéncia Exons
EGFR NM_005228.5 18,19,20e21
KRAS NM_004985.5 2,3¢e4
NRAS NM_002524.4 2,3e4
BRAF NM_004333.4 11e15
PIK3CA NM_006218.4 7,9e20

Fonte: Dados da pesquisa.

5.5.2 Fusodes Génicas

No LSS, a analise dos genes alvo ABL1, ALK, AKT3, AXL, BRAF, EGFR, ERBB2, ERG,
ETV1, ETV5, ETV4, FGFR1, FGFR2, FGFR3, NTRK1, NTRK2, NTRK3, PDGFRA, PPARG,
RAF1, RET, ROS1 e MET, foi realizada pela plataforma iSeq 100 Sequencing System



46

(IMlumina, Estados Unidos). Por amostra tumoral, obtiveram-se quatro laminas FFPE com
secdo de 10 um de espessura, o suficiente para fornecer quantidade satisfatéria de DNA ou
RNA por reacdo. Isso permitiu a analise em amostras tumorais de pequeno tamanho ou de
qualidade inferior. Utilizaram-se dois cortes de 10 pum de FFPE para extracado do RNA com o
kit ReliaPrep™ FFPE RNA Miniprep System (Promega, Estados Unidos). A qualidade foi
verificada com o Qubit™ RNA HS Assay Kit assay (LifeTechnologies, Estados Unidos). A
sintese do cDNA foi realizada com o Ampliseq™ cDNA Synthesis (Illumina, Estados Unidos),
conforme recomendacdes do fabricante. O meétodo de enriquencimento de biblioteca foi
amplicon-based, com o AmpliSeq for Illumina Focus Panel (lllumina Inc, Estados Unidos),
conforme validagdo e padronizagdo interna. Para a verificagdo da qualidade da biblioteca,
utilizaram-se o Qubit™ dsDNA HS Assay Kit assay (LifeTechnologies, Estados Unidos) e o
QIlAxcel Advanced System, com o QIAxcel DNA High Resolution Kit (1200) (QIAGEN,

Alemanha).

As andlises de bioinformatica foram conduzidas na plataforma cloud-based
Varstation™ com pipeline padronizado para tecnologia e laboratério, considerando as regras
da Association for Molecular Pathology [174-176]. Referéncia de genoma: GRCh37/hg19.
Ensaio qualitativo e quantitativo. Cut-off laboratorio: VAF>5%. Sensibilidade: >90%,
Especificidade: 96,9%. Variantes que podem ser detectadas: fusbes génicas. Variantes

reportadas: patogénicas e provavelmente patogénicas.

No grupo Hermes Pardini, o material recebido foi submetido a avaliagdo microscopica
por patologista, para determinacdo da area tumoral da amostra. Para garantir a sensibilidade
do teste, foram utilizadas apenas amostras com minimo de 5% de area tumoral. O RNA foi
extraido com o RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE. As regides alvo
(ABL1, AKT3, ALK, AXL, BRAF, ERG, ETV1, ETV4, ETV5, EGFR, ERBB2, FGFR1, FGFR2,
FGFR3, MET, NTRK1, NTRK2, NTRK3, PDGFRA, PPARG, RAF1, RET, ROS1) foram
amplificadas e processadas para NGS com o kit Oncomine® Focus Assay através do
equipamento lon S5 System (ThermoFisher, Estados Unidos).

As sequéncias geradas foram alinhadas contra o genoma de referéncia GRCh37/hg19 e
processadas em pipeline de bioinformatica (lon Torrent, versdo 5.10 — ThermoFisher, Estados
Unidos). Os resultados foram analisados no software lon Reporter (versao 5.10 —
ThermoFisher, Estados Unidos). As variacOes detectadas no NGS foram avaliadas com

software Oncomine Knowledgebase Reporter para emisséo do relatorio final.
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5.6 ASPECTOS ESTATISTICOS

Analisaram-se as seguintes variaveis: idade a época da cirurgia, sexo, tamanho do
tumor, subtipo histologico, multifocalidade, extensao extratireoidiana, invasdo angiolinfatica,
invasdo perineural, metastases linfonodais, estadiamento tumoral, estratificacdo de risco de
recorréncia e positividade para fusdo RET.

Realizaram-se as andlises dos dados utilizando o pacote estatistico Statistical
Package for the Social Sciences for Windows (SPSS), versdo 22. As varidveis quantitativas
foram expressas em mediana e intervalo interquartilico e as variaveis qualitativas foram
expressas em frequéncia absoluta e frequéncia relativa. Avaliaram-se as varidveis
guantitativas e como nao apresentavam distribui¢cdo normal para comparar os grupos aplicou-
se 0 teste de Mann-Whitney. Para a analise das varidveis qualitativas foi aplicado o teste Qui-
quadrado de Person ou o teste exato de Fisher. Valores de p <0,05 foram considerados
estatisticamente significantes.

5.7 ASPECTOS ETICOS E FINANCEIROS

Este trabalho foi executado, em consonancia como o que estabelce a Resolugcdo N°
466/2012 do Conselho Nacional de Saiude (CNS). O projeto foi submetido para analise ética
no sistema eletronico da Plataforma Brasil, base nacional e unificada de registros de pesquisas
envolvendo seres humanos, apreciado e aprovado pelos Comités de Etica e Pesquisa em Seres
Humanos do Instituto de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal da Bahia (CEP/ICS); da
Liga Baiana Contra o Cancer (CEP/LBCC/HAM); e da Geréncia de Ensino e Pesquisa
(GEP/HULW), conforme Parecer Consubstanciado N° 5.470.375 (vide ANEXO B).

Esta pesquisa foi executada com apoio financeiro da farmacéutica Bayer, sob o contrato
de numero BR135321023503P, administrados pela interveniente Fundacdo de Apoio a
Pesquisa e a Extensdo (FAPEX), projeto nimero 200038.
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6 RESULTADOS

Esta secdo apresenta os resultados deste estudo, compreendendo duas partes, sendo

uma referente a caracterizacdo da amostra e a outra, sobre o sequenciamento de nova geracao.

6.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Esta caracterizacdo esta detalhada em duas partes, apresentadas a seguir.

6.1.1 Aspectos Sociodemogréaficos

Os 79 pacientes avaliados na presente casuistica foram tratados em quatro centros de
referéncia para tratamento de cancer, sendo 43 (54,4%) deles oriundos do HAM e 8 (10,1%)
do IT, da cidade de Salvador; 11 (13,9%) pacientes foram tratados no servigco da SCMFS, na
cidade de Feira de Santana, na Bahia; e 17 (21,5%), operados no HULW, na Paraiba. A
mediana de idade ao diagnostico foi de 18 anos, variando entre 6 e 21 anos; 30 pacientes
(37,9%) tinham idade inferior a 18 anos e 49 (62,1%), idade variando de 18 a 21 anos. Em
relacdo ao sexo dos pacientes, a grande maioria era do sexo feminino (61/79; 77,2%), com
apenas 18 casos do sexo masculino (18/79; 22,8%).

6.1.2 Aspectos Clinico-patologicos

Os pacientes incluidos no estudo apresentaram laudo que, de acordo com a OMS [177],
diagnosticam CDT, com a seguinte distribuicdo em relacdo as variantes deste tipo histologico:
66 casos de CPTC (83,5%), 9 de CPTVF (11,4%), 3 de CFT (3,8%) e 1 de CPTED (1,3%).

Segundo a 82 edicdo do Estadiamento Tumoral TNM, do American Joint Committee on
Cancer (AJCC) [173], o tamanho tumoral variou de 0,3 a 7,5 cm, com uma mediana de 2,2
cm. Nesta casuistica, 31/79 casos (39,2%) foram classificados como pT1, sendo 9/31 (29,0%)
pTla configurando-se como microcarcinomas, medindo até 1 cm; e 22/31 (71,0%) pT1lb,
medindo entre 1 e 2 cm. Do total de tumores avaliados, 22/79 (27,8%) foram classificados
como pT2, tumores entre 2 e 4 cm; 23/79 (29,1%) foram pT3; e 03/79 (3,8%) foram pT4.
Dentre os casos pT3, 06/23 (26,1%) foram pT3a, tumores com mais de 4 cm; e 17/23 (73,9%)

pT3b, tumores com extensao extratireoidiana (EET).
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Quanto as metéastases para os linfonodos cervicais, foram detectadas em 41/79 pacientes
(51,9%), sendo 21/41 (51,2%) em linfonodos do compartimento central (N1la) e 20/41
(48,8%) em linfonodos do compartimento lateral (N1b). Metastases a distancia foram
registradas em 8/79 (10,1%) pacientes e, dentre esses, 7 apresentavam metastase pulmonar e 1
0ssea.

Em relacdo a focalidade dos casos, 51/79 (64,5%) pacientes apresentaram a doenca de
forma unifocal, enquanto 28/79 (35,5%) manifestaram multifocalidade. Nessas, o0
acometimento multifocal foi mais frequente nos pacientes com 18 anos de idade ou mais
(18/28), quando comparados aos menores de 18 anos (10/28). A multifocalidade foi mais
bilateral, em ambos os lobos tireoidianos, com dois ou mais focos tumorais, presentes em
16/28 pacientes. Invasdo angiolinfatica (IAL) foi detectada em 7/79 (8,8%) dos tumores
avaliados e a EET em 21/79 (26,5%).

Com base no protocolo da American Thyroid Association (ATA) (18) para a
classificacdo de risco de recorréncia, 34/79 (43%) pacientes foram classificados como risco
baixo; 16/79 (20,3%), como risco intermediario; e 29/79 (36,7%) apresentaram alto risco de
recorréncia para a neoplasia; dentre esses, 0s pacientes com mais de 18 anos de idade eram a
maioria, com 21/29 individuos (72,4%). A Tabela 1 apresenta as caracteristicas
sociodemogréficas e anatomopatoldgicas dos pacientes incluidos no estudo e suas respectivas

amostras tumorais.

Tabela 1 — Perfil sociodemografico e anatomopatoldgico dos participantes do estudo

Variaveis Total <18 anos >18 anos
79 (100.0%) 30 (37,9%) 49 (62,1%)
Idade (anos), mediana 18 (6-21) 17 (6-17) 19 (18-21)
Sexo, n (%)
Feminino 61 (77,2) 14 47
Masculino 18 (22,8) 8 10
Procedéncia, n (%)

HAM 43 (54,4) 11 32
SCMFS 11 (13,9) 3 8
HULW 17 (21,5) 8 9

IT 8(10,1) 8 0
Subtipo histoldgico, n (%)

CPTC 66 (83,5) 14 52
CPTVF 9 (11,4) 2 7

CFT 3(3,8) 1 2
CPTED 1(1,3) 1 0




Estadiamento T, n (%)

Tla 9(11,3) 3 6
Tlb 22 (27,8) 4 18
T2 22 (27,8) 5 17
T3a 6 (7,5) 4 2
T3b 17 (21,5) 4 13
T4 33,7 0 3
Estadiamento N, n (%)
NO 38 (48,1) 12 26
Nla 21 (26,5) 3 18
N1b 20 (25,3) 5 15
Estadiamento M, n (%)
MO 71 (89,8) 29 42
M1 8(10,2) 1 7

Tamanho tumor (cm), mediana 2.2 (0,3-7,5) 2 (0,5-7,5) 2,3 (0,3-6,8)
Focalidade, n (%)

Unifocal 51 (64,5) 11 40
Multifocal 28 (35,5) 10 18
EET, n (%)
Positiva 21 (26,5) 7 14
Negativa 58 (73,5) 12 46
IAL, n (%)
Positiva 7 (8,8) 2 5
Negativa 72 (91,2) 27 45
Risco ATA, n (%)
Baixo risco 34 (43) 8 26
Risco intermediario 16 (20,2) 3 13
Alto risco 29 (36,7) 8 21

Fonte: Dados da pesquisa

Legenda: CFT - Carcinoma folicular da tireoide; CPTC - Carcinoma papilifero da
tireoide de variante classica; CPTED - Carcinoma papilifero da tireoide de variante
esclerosante difusa; CPTVF - Carcinoma papilifero da tireoide de variante folicular; EET
- extensdo extratireoidiana; IAL - invasdo angiolinfatica; ATA - American Thyroid
Association.
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6.2 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO

A abordagem desta secdo compreende duas partes, detalhadas a seguir.

6.2.1 Mutacdes Pontuais

A técnica NGS para deteccdo de mutacBes pontuais (HotSpot) foi realizada em 79/79
(100%) amostras tumorais. Inicialmente, detectaram-se cinco amostras previamente positivas
para a mutagdo BRAFY®E e por se tratar de uma alteracdo genética excludente para
rearranjos RET/PTC [178], elas ndo seguiram para a avaliacdo de positividade para fusdes
génicas. O resultado dessa analise apontou 21/79 (26,6%) resultados inconclusivos, 21/79
(26,6%) mutados e 37/79 (46,8%) tipo selvagem, como exposto na Tabela 2. Entre os
mutados, 10/21 (47,6%) casos foram positivos para mutagdo em BRAF, 08/21 (38,1%) para
EGFR, 04/21 (19,0%) para KRAS, 03/21 (14,3%) para NRAS e 01/21 (4,8%) para PIK3CA,

com ocorréncia de mutacdes pontuais simultaneas.



Tabela 2 — Anélise molecular por NGS da casuistica de estudo
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Paciente Idade Sexo Tipo Tamanho Estadiamento BRAF EGFR KRAS NRAS PIK3CA Fuséo
histolégico  do maior tumoral detectada
tumor (TNM)
(cm)
1 21 F CPTC 3,7 T2N1aMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Né&o
2 21 F CPTC 4* T3bN1aMO0 Negativo Positivo Positivo Positivo Negativo Né&o
3 21 M CPTC 3 T2N1bMO Positivo Negativo Positivo Negativo Negativo Néo
4 21 F CPTC 2,5 T2NOMO Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Néo
5 21 F CPTC 2 T1bNOMO Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo Néo
6 21 F CPTC 0,7 T1aNOMO Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo Néo
7 21 M CPTC 4,3* T3bNlaM1 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo
8 21 F CPTC 1,2* T3bN1aMO Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo Néo
9 21 F CPTC 2,8* T3bN1bMO Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Nao
10 21 F CPTC 2* T3bNOMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo
11 20 M CPTC 6,6* T3bN1b M1 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo
12 20 F CPTC 14 T3bN1aMO Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Nao
13 20 F CPTC 1,6 T3bN1bMO Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Nao
14 20 M CPTC 2,5 T3bN1bMO Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Nao
15 20 F CPTC 3,2 T3bNlaM1 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo
16 20 F CPTC 2,3* T3bNla MO Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Nao
17 20 M CPTC 15 T3bN1bMO Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Nao
18 20 F CPTC 2 T3bNOMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo
19 20 F CPTC 3,5 T3bN1bM1 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo ETV6::NTRK3
20 20 F CPTC 2,7 T3bNOMO Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo
21 19 F CPTC 55 T3bNOMO Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Néo
22 19 F CPTC 4,5* T3bN1b MO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo
23 19 F CPTC 3,1* T3bNla MO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo
24 19 M CPTC 2,5 T3bNlaM1 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo
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25 19 F CPTVF 1,4 T3bNOMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Né&o
26 19 M CPTC 3 T3bN1bM1 Positivo Negativo Negativo Positivo Negativo Néo
27 18 F CPTC 0,8 T3bN1aMO0 Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Néo
28 18 F CPTC 3,2 T3bN1aMO0 Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Néo
29 18 F CPTC 4* T3bNla MO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo
30 18 F CPTC 1,2 T3bN1aMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo
31 18 F CPTC 1,2 T3bN1b MO Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo Néo
32 18 F CPTC 0,8 T3bNOMO Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo
33 17 F CPTC 7,5* T3bNla MO Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo
34 17 F CPTC 3,5* T3bN1bMO Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo Néo
35 17 F CPTC 3* T3bNO MO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo
36 17 F CPTC 1,5 T3bNOMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo
37 17 F CPTC 0,8 T3bNOMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo
38 17 M CPTC 15 T3bN1bMO Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Nao
39 15 F CFT 6,5 T3bNOMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo
40 15 M CPTVF 3,2 T3bNOMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo
41 14 F CPTC 4 T3bNOMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo
42 13 F CPTC 2,5 T3bNla MO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo
43 12 F CPTC 2% T3bN1b M1 Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo TPR::NTRK1
44 14 F CPTVF 2,7 T3bNOMO  Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Néo
45 21 F CPTC 1,4 T3bN1aMO0 Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Néo
46 21 F CPTC 0,7* T3bN1aMO0 Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Néo
47 21 F CPTVF 3* T3bN1aMO0 Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Néo
48 18 F CFT 6,8 T3bNOMO Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Néo
49 20 F CPTC 0,8* T3bNOMO Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Néo
50 17 M CPTC 4,5 T3bN1bMO  Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Néo
51 18 F CPTC 0,3 T3bNOMO Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo Néo
52 15 F CPTVF 3 T3bNOMO Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Néo
53 19 F CPTC 0,6 T3bNOMO Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Néo
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54 20 M CPTC 3,1 T3bNOM1  Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Né&o

55 14 F CPTVF 2 T3bNOMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Né&o

56 21 F CPTVF 1,3 T3bNOMO Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Néo

57 13 M CPTC 3 T3bNOMO Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Néo

58 20 F CPTC 2 T3bNOMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo

59 21 F CPTVF 2 T3bNOMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo

60 21 M CPTC 2,7 T3bN1aMO Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo

61 18 M CPTC 1,6 T3bNOMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo

62 18 F CPTC 1,2 T3bNOMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo

63 21 F CPTC 1,6 T3bNOMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo

64 16 F CPTVF 0,6 T3bNOMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo

65 17 M CPTC 1,3 T3bNOMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo

66 15 F CPTC 2,5 T3bNOMO Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo

67 11 F CPTC 1,7* T3bNOMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo STRN::ALK
68 18 F CFT 2,2 T3bNOMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo  PAX8::PPARG
69 19 F CPTC 1,1 T3bN1aMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo

70 17 M CPTC 1,6* T3bN1bMO Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo Néo

71 17 F CPTC 2,5 T3bNOMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo  PAX8::PPARG
72 14 F CPTC 3,3 T3bN1bMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo CCDC6::RET
73 13 F CPTC 0,9 T3bNOMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo ETV6::NTRK3
74 11 F CPTC 15 T3bN1bMO Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo TRIM24::RET
75 15 M CPTC 4,5* T3bN1bMO Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo

76 16 M CPTC 1,5 T3bN1bMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo

77 15 F CPTC 1,7 T3bNOMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo ETV6::NTRK3
78 6 F CPTED 4,8* T3bN1bMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo NCOA4::RET
79 15 F CPTC 0,5 T3bN1aMO Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Néo

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: CFT - Carcinoma folicular da tireoide; CPTC - Carcinoma papilifero da tireoide de variante classica; CPTED - Carcinoma papilifero da tireoide de

variante esclerosante difusa; CPTVF - Carcinoma papilifero da tireoide de variante folicular. * Presenca de extensdo extratireoidiana.
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Das 10 mutagOes encontradas no gene BRAF, 60% delas foram V600E, o seu tipo mais
frequente em CPT [179]. O percentual restante foi caracterizado por alteragdes genéticas
menos comuns nesse gene, as chamadas BRAF™"V6%E tendo sido detectadas: 1 mutacio
BRAFC44R 1 BRAFC4%E ¢ 2 BRAFS*'L. No Quadro 4, é possivel visualizar que as mutagdes
encontradas em EGFR, KRAS, NRAS e PIK3CA foram detectadas em 14 tumores, em

associacdo ou isoladamente.

Quadro 4 — Resultado do painel HotSpot por amostra tumoral.

Paciente Mutacédo pontual encontrada

02 NM_002524.5 (NRAS):.181C>T:p.(GIn61Ter) - VAF 29%
NM_005228.5 (EGFR):c.2549_2610del:p.(His850Argfs*26) - VAF 92%
NM_004985.5(KRAS):c.355G>A:p.(Asp119Asn) - VAF 4%

03 NM_004333(BRAF):c.1390G>Ap.(Gly464Arg) - VAF 7%
NM_004985.5(KRAS):c.355G>A:p.(Asp119Asn) - VAF 7%

04 NM_004985.5(KRAS):c.173C>T:p.(Thr58lle) - VAF 21%
05 NM_005228.5(EGFR):c.2174C>T:p.(Thr725Met) - VAF 6%
06 NM_004333 (BRAF):c.1400C>T:p.(Ser467Leu) - VAF 6%

NM_005228.5(EGFR):c.2470_2534del:p.(Gly824Glufs*51) VAF -60%

07 NM_004333.6:(BRAF):c.1799T>A:p.(Val600GIu) - VAF 32%

08 NM_005228.5(EGFR):c.2073_2076del:p.(Leu692Hisfs*12) - VAF 59%
20 NM_004333.6(BRAF):c.1400C>T:p.(Ser467Leu) - VAF 18%

26 NM_004333.6 (BRAF):c.1406G>A:p.(Gly469GIu) - VAF - 5 %

NM_002524(NRAS):c.35G>A:p.(Gly12Asp) - VAF 5%

31 NM_005228.5 (EGFR):c.2549_2610del:p.(His850Argfs*26) - VAF 6%
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32 NM_004333.6(BRAF):c.1799T>A:p.(Val600Glu) - VAF 6%

33 NM_004333.6(BRAF):c.1799T>A:p.(Val600Glu) - VAF 10%

34 NM_002524.5(NRAS):c.198delC:p.(Met67*) - VAF 25%

43 NM_005228.5 (EGFR):c.2470_2610del:p.(Gly824_His870del) - VAF 6%
51 NM_005228.5 (EGFR):c.2549_2610del:p.(His850Argfs*26) - VAF 26%

56 NM_004985.5(KRAS):c.184G>A:p.(Glu62Lys) - VAF 6%

57 NM_006218.4(PIK3CA):c.2911_2912insC:p.(Cys971Serfs*8) - VAF 21%
60 NM_004333.6(BRAF):c.1799T>A:p.(Val600Glu) - VAF 24%

66 NM_004333.6(BRAF):c.1799T>A:p.(Val600Glu) - VAF 30%

70 NM_005228.5:(EGFR):c.2351C>T:p.(Ser784Phe) - VAF 4%

75 NM_004333.4(BRAF):c.1799T>A:p.(Val600Glu) - VAF 32%

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: VAF - Frequéncia do alelo variante.

6.2.2 Fusbes Génicas

Quanto a analise molecular para deteccdo de fusdes génicas, 39/74 (52,7%) tiveram

resultados inconclusivos, 10/74 (13,5%) apresentaram positividade para um rearranjo e 25/74

(33,8%) foram classificados como tipo selvagem (Tabela 2). Dentre 0s casos positivos para
fusBes génicas, 3 foram do gene RET (01 CCDC6::RET ou RET/PTC1, 01 NCOA4::RET ou
RET/PTC3, e 1 TRIM24::RET ou RET/PTC6); 4 foram do gene NTRK (03 ETV6::NTRK3 e
01 TPR::NTRK1); 2 fusbes PAX8::PPARG; e 1 STRN::ALK. Ou seja, a frequéncia de fusdes

do gene RET nesta casuistica foi de 8,6% (3/35) e embora a quantidade de participantes com

idade maior ou igual a 18 anos tenha predominado o estudo a frequéncia de fusbes génicas foi

maior em individuos com menor idade (Tabela 3).
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Tabela 3 — Resultado do painel de fusbes génicas de acordo com a idade.

Idade Total n (%) Inconclusivo Positivo Negativo
74 (100%) 39/74 (52,7%)  10/74 (13,5%)  25/74 (33,8%)

< 18 anos 28 (37,8%) 10 (25,6%) 8 (80%) 10 (40%)

2 18 anos 46 (62,2%) 29 (74,4%) 2 (20%) 15 (60%)

Fonte: Dados da pesquisa.

Diante disso, ao comparar os tumores portadores de fusdes génicas com aqueles em
que ndo foram detectadas as fusbes, houve — estatisticamente — diferenca significativa entre 0s
grupos (Figura 10), demonstrando que as fusbes sdo mais encontradas na populacdo mais
jovem (mediana 14 anos, 11Q 11-18, p <0.0018). Neste estudo, ndo houve associagéo entre a

presenca de fusdes e tamanho do tumor (p=0,5).

Figura 10 — Comparativo dos casos com e sem positividade para fusGes génicas, em relacdo a idade e
tamanho tumoral
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Fonte: Dados da pesquisa.

Os trés casos com positividade em fusdes RET eram do tipo papilifero e diagnosticados
em pacientes do sexo feminino, com menos de 15 anos de idade. Todas apresentaram
estadiamento tumoral e risco de recorréncia variados, entretanto, a portadora do tumor com a
fusdo NCOA4-RET apresentou alto risco de recorréncia para o cancer de tireoide (Quadro 5).
Em razdo do pequeno numero de casos positivos, ndo foi possivel estabelecer associacao entre
a presenca das fusdes RET com agressividade tumoral, risco de recorréncia de doenca ou

idade maior ou menor do que 18 anos.
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Quadro 5 — Caracteristicas clinico-patolégicas dos casos positivos para fusdo no gene RET.

Fusao Sexo | ldade Subtipo Estadiamento | Focalidade | Maior Risco de
RET histologico tumoral tumor recorréncia
(cm) (ATA)
CCDCe6:: F 14 CPTC T2N1bMO Unifocal 3,3 Intermediério
RET
TRIM24:: F 11 CPTC T1bN1bMO Multifocal 15 Intermediério
RET
NCOA4:: F 06 CPTED T3bN1bMO Multifocal 4,8 Alto
RET

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: CPTC - Carcinoma papilifero da tireoide de variante classica; CPTED - Carcinoma
papilifero da tireoide de variante esclerosante difusa; ATA - American Thyroid Association.

A presenca de fusbes, assim como de mutacdes no gene BRAF e demais HotSpots nao
apresentaram relacdo com uma maior classificacdo para risco de recorréncia, de acordo com

os critérios da ATA, neste estudo (Tabela 4).

Tabela 4 — Relagdo do risco de recorréncia, segundo os critérios da ATA, e a presenca de fusdes e
mutagfes pontuais.

Risco de Recorréncia

Total (n=79) Baixo risco Risco Valor de p
(n=34) Intermediario/Alto
(n=45)

Presenca de 10 (12,6%) 3 (8,8%) 7 (15,5%) 0,372
fusdo (%)

BRAF (%) 10 (12,6%) 4 (11,7%) 6 (13,3%) 0,835

Outras 21 (26,6%) 9 (26,5%) 12 (26,7%) 0,984
mutacoes

pontuais (%o)

Fonte: Dados da pesquisa.
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7 DISCUSSAO

As fusdes RET sdo os eventos moleculares mais comuns no CT pediatrico e, com a
frequéncia de 8,6% (03/35) encontrada, é possivel notar que este resultado se mostra
inconsistente, com a margem percentual de 22 a 65% relatada em outros estudos [180]. Trés
genes parceiros de fusdo com o RET foram encontrados: CCDC6 (RET/PTC1), NCOA4
(RET/PTC3) e TRIM24 (RET/PTC6). Tais rearranjos estdo associados a uma doenca mais
agressiva e 0 CPT com positividade para fusdo NCOA4::RET apresentou maior tamanho

tumoral, multifocalidade, metéstase linfonodal e alto risco de recorréncia [181].

Nas Ultimas seis décadas, a incidéncia de casos de CT pediatrico dobrou e, diante desse
cenario, as diferencas na apresentacdo clinica entre as fases infantil e adulta se tornaram
significativas [182]. Entre elas, caracteristicas moleculares passaram a ser mais estudadas,
sobretudo as envolvidas nas vias MAPK e PIK3-AKT, a fim de compreender o impacto de
mutacBes pontuais e fusdes génicas no progndstico da doenca, em individuos de distintas

faixas etarias [12,16].

O advento do NGS contribuiu para ampliar a investigacdo de fusdes no CPT, trazendo
maior sensibilidade para detec¢do de rearranjos ja conhecidos, bem como o descobrimento de
novos [166]. A frequéncia de fusdes no nossa casuistica — sem histdrico de exposi¢do a
radiacdo — foi de 28,6% (10/35) e, em comparagcdo com outros estudos envolvendo a
populacdo infantojuvenil com casos esporadicos, a taxa esta dentro do intervalo esperado. As
frequéncias relatadas anteriormente variam de 23,7 a 64,7%, entretanto, os valores sdo
dependentes do tamanho de corte, nimero de fusdes testadas e qualidade do material a ser
analisado [135,149].

Na literatura, a frequéncia de metastases linfonodais na populacdo pediatrica varia entre
50 e 75%, enquanto para metastases a distancia varia entre 6 e 33% [96,183-186]. Os achados
no presente estudo confirmam essa agressividade ao diagnostico, com prevaléncia de 51,8%
para positividade linfonodal e 10,2% para metastases a distancia. Um dos pacientes de 21
anos da casuistica apresentou as mutaces NM_004985.5(KRAS):c.355G>A:p.(Asp119Asn),
NM_002524.5(NRAS):c.181C>T:p.(GIn61Ter) e NM_005228.5(EGFR):c.2549 2610del:p.
(His850Argfs*26) de forma simultanea, além de aspectos de agressividade tumoral e pior
prognostico, como: tamanho de maior tumor sendo 4 cm, presenca de EET e metastase

linfonodal.
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RAS é uma familia de proteinas de ligacdo ao GTP, codificadas pelos genes NRAS,
HRAS e KRAS, cuja funcéo é regular as vias de sinalizagdo MAPK e PI3K-AKT. Quando
mutadas nos codons 12 e 13 (dominio GTP) ou 61 (dominio GTPase), ocorre uma alteracéo
na sequéncia de aminoacidos e, como resultado, sua ativagdo constitutiva [187]. No cancer de
tireoide adulto, as mutages pontuais NRAS?K e HRASIR sj0 as mais frequentes, sendo
observadas em nodulos tireoidianos benignos e malignos [126]. Em alguns estudos [188-
190], as mutacdes RAS foram correlacionadas a um pior progndéstico, mostrando uma possivel
associacdo entre essas mutacdes e metastases distantes no CPT adulto, como o encontrado no
presente estudo. Por outro lado, mutacbes RAS sdo raras em populacdo pediatrica e ndo
costumam ser identificadas em mais de 5% de tumores esporadicos [145,149,191,192].

Do total de 10 mutacGes BRAF encontradas neste estudo, 6 sdo do tipo V600E, a alteracdo
molecular mais prevalente no CPT [193]. Embora ndo seja muito encontrada em casos de
CPT expostos a radiacdo, a BRAFV®%E teve uma frequéncia de, aproximadamente, 70% em
individuos jovens pos-Fukushima [194]. Em casos esporadicos, as taxas de incidéncia podem
variar devido a diferencas geograficas, étnicas, fatores ambientais e a abordagem utilizada no
rastreamento. Além disso, a faixa etaria desempenha um papel importante, pois estudos tém
demonstrado um aumento na positividade para essa mutacdo a medida que a idade avanca
[195,196]. No presente estudo, identificou-se a presenca de BRAFV600E em individuos com

idades entre 15 e 21 anos.

Mutacgdes no gene EGFR sdo mais frequentes em canceres de tireoide com maior grau
de indiferenciacdo do que em bem diferenciados [46,44,13,197]. De acordo com o estudo de
Masago e colaboradores[198], as mutacfes do EGFR foram evidentes em 30,4% dos
pacientes com CPT; ja no presente estudo a frequéncia foi de 38,1% (08/21), resultado
préximo do estudo citado, embora as variantes encontradas sejam distintas. Foi relatado que
42,8% dos pacientes apresentaram mutacio no gene EGFR associada & variante BRAFY600F,
porém, ndo houve associagdo significativa com gravidade da doenca nesses pacientes [198].
Na presente casuistica, também foi evidenciada a coexisténcia de muta¢cdes BRAF e EGFR em
4,8% (1/21) dos casos, entretanto, a variante de coexisténcia foi a BRAFS*’% nunca antes
relatada em carcinoma tireoidiano, mas frequente em melanomas [199-201]. Ademais, em
concordancia com o estudo Masago e colaboradores, ndo foram encontrados aspectos clinico-

patolégicos que apontassem gravidade da doenca, no caso de duas mutagdes.

A fusdo STRN::ALK, neste estudo encontrado em um paciente de 11 anos, é relatada em

1,4 a 7% dos casos pediatricos expostos a radiacao e até 6,5% de casos esporadicos [194,202—
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204]. Nos casos de CPT em adultos, a frequéncia do rearranjo é reduzida e ndo ultrapassou
3% e, embora tenha sido relatado em casos de doenga avangada, a sua associacdo com o0
estagio da doenca ainda nao é clara [14,205]. Ja a fusdo PAX8::PPARG — encontrada em duas
amostras da presente casuistica — € comum no CPT adulto, mas raro em criangas e foi relatada
em até 9% de casos esporadicos e 4% dos expostos a radiacdo, além de ja ter sido identificada
em casos de adenoma folicular da tireoide [28,144,146,149,206].

O sucesso da extracdo de amostras preservadas em blocos de parafina foi afetado por
diversos fatores: quantidade de células, tipo de fixador utilizado, tempo de fixacédo, idade do
bloco, conservacdo e presenca de inibidores de PCR. De acordo com as diretrizes da
Sociedade Americana de Oncologia Clinica (ASCO) e do Colégio Americano de Patologistas
(CAP) [207], os principais fatores relacionados com a qualidade do DNA e RNA extraidos
sdo o tipo de fixador e o tempo de fixacdo, sendo recomendado para fixacdo a utilizacéo de

formalina neutra tamponada a 10%, por um periodo de 6 a 48 horas.
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8 CONCLUSAO

Na Ameérica Latina, este trabalho de pesquisa foi o primeiro a investigar a frequéncia
de fusdes RET em pacientes pediatricos com cancer de tireoide, tendo uma das maiores
casuisticas ja relatadas na literatura. A frequéncia encontrada foi de 8,6%, sugerindo que esses
rearranjos séo relativamente raros na populagéo de estudo. Embora a disponibilidade limitada
de amostras tumorais e material degradado tenha contribuido para a subestimacéo dessa taxa,
foi estatisticamente significativo estabelecer que as fusdes RET sdo mais comuns em
pacientes mais jovens. Ndo houve associacdo entre a presenca e o tipo de fusdes RET e
caracteristicas clinico-patoldgicas de agressividade tumoral, estratificacdo de risco de
recorréncia, tamanho do tumor, sexo ou subtipo histolégico dos CPTs investigados, nem com
mutacdes pontuais avaliadas.

Além disso, foram encontradas novas mutagdes no gene BRAF que ainda ndo haviam
sido descritas em CTDCF. Embora essas variantes ndo tenham relevancia estatistica para
corroborar a agressividade da doenca ou qualquer aspecto clinico-patoldgico, é importante
destacar a frequéncia dessas alteracbes no CTDCF e seus possiveis impactos em longo prazo.

Esses dados destacam a necessidade de novos estudos multicéntricos com uma maior
casuistica, melhor delineamento e uso de tecido fresco para obtencdo de DNA. E fundamental
estabelecer parcerias com outras instituicbes médicas e académicas para alcancar uma

frequéncia mais precisa de fusbes RET em jovens pacientes com cancer de tireoide.
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ANEXO A - Protocolo de Revisdo de Laminas de Carcinoma de Tireoide

CARCINOMA DE TIREOIDE
PROTOCOLO DE REVISAO DE LAMINAS

Nome do paciente: No do prontuario:
DATA NASCIMENTO (idade do paciente): Data da Cirurgia:

01. Niimero do anatamopatolOgiCo:..............ccceeveeveer i iieier e e e e e e e Y Y Y I
02. Multifocalidade: (0) Nao (2) Ipsilateral (3) Bilateral .. . v
03. TU 2°(cm) /Local: |__|_|_| TU 3°(cm) /Local |_|_|_| TU 4°(cm) /Local |_|_|_|
04. TU5°(cm) /Local: |__|_|_| TU5°(cm) /Local: |__ || | TU 6°(cm) /local: |__|_ | |
05. TH: (0) Ausente (1) Presente (2) Indeterminada (999) N30 se aplica .....ccceevevvereererceveeeersirevee e seeveesesseneeeens ||

Aspectos do maior tumor:

06. " Tamanho{EM)/LOGAL: iR R BT I
07. MicorocarciNOMA: (1) SIM..........ciiiiiiuieririieeeeceis e sesersreesessraae s eesrasaessrasaesees srsnaesesssanneesersnseanensnnene saees ||
08. Tipo histolégico: (1) Ca. Papilifero (2) Ca. Folicular (3) Ca. de células de Hurthle (4) Ca. Medular (5) Ca.
Anaplasico (6) Outros (especificar)... v ]|
09. Se Ca. papilifero, subclassﬁ"ca(;ao (1) C|a55|ca (2) NIFI'P (3) Follcular encapsulado invasivo (4) variante
folicular infiltrativo (5) Células claras (6) Células colunares (7) Cribiforme morular (8) Esclerose difusante (9)
Macrofolicular (10) Oncitica (11) Solida (12) Células altas (13) Warthin-
like... el
10. Margens (0) leres (2) Comprometldas (999) Nao se apllca s |
11. Capsula: (0) Ausente (2) Totalmente capsulado (3) Parcralmente capsulado (999) Nao se apllca |_|
12. Invasdo capsular: (0) Ausente (1) Presente (2) Indeterminada (999) Nao se aplica ..............
13. Se invasdo capsular presente: (1) Minima (2) Amplamente invasiva (999) Nao se aplica
14. Invasdao angiolinfatica: (0) Ausente (1) Presente (2) Indeterminada (999) Nao se aplica ........cccveevrvuveenenn.
15. Se invasdo angiolinfatica presente, extensdo: (1) Focal (menos de 4 vasos) (2) Extensa (4 vasos ou mais)
(999) Nao se aplica .. pesmenmn————| I |
16. Invasdo vascular: (0) Ausente (1) Presente (2) Indetermlnado (999) Nao se aphca O [
17. Invasdo linfatica: (0) Ausente (1) Presente (2) Indeterminado (999) Nao se aplica ......cceceevevverereresieeeerennne ]
18. Invaséo perineural: (0) Ausente (1) Presente (2) Indeterminado (999) N3o se aplica .....cocccvvvererneeeviennnn ||
19. Extensdo extra-tireoidiana: (0) Ausente (1) Presente (2) Indeterminado (999) Nao se aplica ......coceeeeveenne|__|
20. Se extensdo extratireoidiana presente: (1) Minima (2) Extensa (999) N3o se aplica ......ccceeevvvveeeeivveneenns ||
21. Estadiamento T: (1) TO (2) T1la (3) T1b (4) T2 (5) T3 (6) T4a (7) T4b (999) TX .eecvverrerersrerererrerieeesinenns
22. Estadiamento N: (1) NO (2) N1 (3) N1D (999) NXu.vrvverrvrrereeesrreesreessessesseseeesessseseeseeesseesesses s sesssenees
23. Nimero de linfonodos examinados: ................ccociiiiin s
24. NUimero de linfonodos enVOIVIOS: .............cccccueeiii e e e e e e s e e e e erne e ernaee e enenne il |

Linfonodos | Tamanho (cm) | EEN (+/-)

Observacdes relevantes:

N1

N2

N3

N4

N5
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.470.375

Apresentagao do Projeto:

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

populacdo de criangas e adolescentes atendidos com CPT no Hospital Aristides Maltez (HAM), e
simultaneamente, estabelecer correlagdo com o grau de agressividade tumoral. Atualmente, existe uma
substancia disponivel ja aprovada pela ANVISA, para o tratamento de canceres NTRK positivos. Esta

substancia é o larotrectinibe, um inibidor seletivo da TRK que foi amplamente testado em adultos e criangas

(48-52). Uma das principais novidades dessa terapia é - além do alvo - sua abordagem agnéstica do tumor.

O larotrectinibe pode ser aplicado em todos os canceres com fusdo NTRK comprovada, independentemente
da entidade tumoral e da idade dos pacientes. Nos ensaios de fase 1/2, um total de 55 pacientes foram

incluidos com diferentes fusdes NTRK. Todos os trés genes NTRK foram representados e a faixa etaria foi
de 4 meses a 76 anos. A taxa de resposta geral foi de 75%. Apds um ano, a resposta manteve-se em 71%

dos pacientes que responderam e 55% dos pacientes apresentavam sobrevida livre de progressao.
Estudo retrospectivo de corte transversal multicéntrico envolvendo amostras tumorais de casos de CPT em

pacientes pediatricos, adolescentes ou adultos jovens com menos de 21 anos de idade, diagnosticados e
tratados entre janeiro de 2010 e margo de 2020, na Santa Casa de Misericérdia
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de Feira de Santana (SCMFS), localizado na cidade de Feira de Santana, Bahia. Foram selecionados casos
consecutivos e suas respectivas amostras tumorais resultantes de ressecgdes cirirgicas da tireoide
realizadas pelo Servigo

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

Objetivo da Pesquisa:

Gerais

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

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

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

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

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

Beneficios:

Quanto aos beneficios: a) a avaliagdo de alteragdes genéticas das amostras tumorais podem trazer
informacgdes relevantes com aplicabilidade clinica direta no manejo do cancer de tireoide do
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paciente, sobretudo se ha doenca metastatica ou radioiodoresistente; b) na revisdo dos aspectos
anatomopatolégicos, pode-se gerar detalhamento mais minuncioso do laudo anatomopatolégico (como
subtipo histolégico, presenca de ruptura de capsula de linfonodo cervical e quantificagdo de invasao
vascular) — dados que ndo sdo geralmente valorizados nos laudos anatomopatolégicos obtidos na rotina
hospitalar. Estes dados podem ter relevancia na condugao do caso, podendo possibilitar melhor estimativa
do risco de recorréncia

tumoral.

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

2. Insercéo do Hospital Universitario Lauro Wanderley (HULW-UFPB) e Instituto Integrado como instituicées

coparticipantes, no tépico “Desenho do estudo e populacédo estudada”;

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

vide conclusées

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Trata-se de solicitacdo de emenda para remocgao do Instituto Nacional do Cancer (INCA) como instituicdo
coparticipante; e

2. Insergéo do Hospital Universitario Lauro Wanderley (HULW-UFPB) e Instituto Integrado como instituicdes

coparticipantes, no tépico “Desenho do estudo e populacédo estudada”;

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

Consideragoes Finais a critério do CEP:

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

cronograma estabelecidos.
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Ressalta-se que, conforme institui a referida resolugdo, é necessario enviar a este CEP os relatérios
semestrais pertinentes ao projeto, bem como o relatério final tdo logo a pesquisa seja concluida.

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

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Pesquisadores 01:33:41 _|Ramos

Outros AnuenciaCEDAPI.pdf 28/06/2020 |Helton Estrela Aceito
01:31:40 | Ramos

Declaragao de AnuenciaSCMFSA.pdf 28/06/2020 |Helton Estrela Aceito

concordancia 01:17:37__|Ramos

Outros NTRKbiorrepositorio.pdf 17/06/2020 |Helton Estrela Aceito
20:20:49 |Ramos

Outros NTRKEncaminhamento.pdf 17/06/2020 |Helton Estrela Aceito
20:18:26 | Ramos

Outros ConfidencialidadeNTRK pdf 17/06/2020 |Helton Estrela Aceito
20:17:19 |Ramos

Enderego: Miguel Calmon

Bairro: Vale do Canela CEP: 40.110-902
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)3283-8951 E-mail: cepics@ufba.br
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Continuacéo do Parecer: 5.470.375

BAHIA

Qg

TCLE / Termos de
Assentimento /
Justificativa de
Auséncia

DispensaTCLE.pdf

17/06/2020
20:10:34

Helton Estrela
Ramos

Aceito

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

SALVADOR, 15 de Junho de 2022

Assinado por:

Roberto Paulo Correia de Aratjo

Enderego: Miguel Calmon

Bairro: Vale do Canela

UF: BA Municipio: SALVADOR

Telefone: (71)3283-8951

(Coordenador(a))

CEP: 40.110-902

E-mail:

cepics@ufba.br
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