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RESUMO

A medida que a tecnologia avanca, a medicina gendmica se
apresenta como promissora na investigacdo e manejo dos nédulos
da tireoide. As novas técnicas desenvolvidas melhoram
sobremaneira o diagnoéstico, direcionam desfechos, norteiam
condutas e fornecem subsidios para o progndstico mais acurado.
Os marcadores moleculares empregados no diagndstico diferencial
do céancer da tireoide sdo destaques na prética clinica, fazendo com
que os procedimentos invasivos sejam cada vez menos necessarios,
com consequente redugdo no impacto negativo na conducdo dos
pacientes. OBJETIVOS: Por meio de revisdo integrativa da
literatura, foram levantados os marcadores moleculares de nédulos
de tireoide descritos na populacdo geral. MATERIAIS E
METODOS: Foram selecionados estudos publicados entre 2010 e
2021 das bases de dados PubMed, Scopus, portais CAPES e BVS
que obedeciam aos critérios de inclusdo (artigos originais, estudos
observacionais, revisdes sistematicas e de literatura, e guidelines
de manejo clinico), nos idiomas de inglés e portugués, que se
enquadraram ao tema de marcadores de moleculares de tireoide
envolvidos no diagndstico, conduta e prognéstico dos nodulos de
tireoide. RESULTADOS: Diferencas significativas, relacionadas a
estratificagdo de risco, foram identificadas nos painéis genéticos
comercialmente disponiveis. Os marcadores moleculares quando
analisados de maneira individual, apresentam importantes
variagdes estatisticas de performance; dos que mais fortemente se
relacionam com malignidade, as muta¢gdes BRAF e do promotor
TERT podem ser capazes de direcionar a abordagem de pacientes
portadores de nddulos da tireoide, seja do ponto de vista do
diagnéstico, da conduta e do progndstico de forma individualizada.
CONCLUSAO: Apesar de marcadores individuais funcionarem
como preditores de malignidade, definindo padrSes de
agressividade tumoral, a necessidade da validacdo de painéis
voltados a populagdo brasileira precisa ser aprimorado.

Palavras-chave: marcadores moleculares, nédulos de tireoide,
analise molecular.

ABSTRACT

With the advancement of technology, genomic medicine holds
promise in investigating and managing thyroid nodules. The newly
developed techniques significantly improve diagnosis, direct
outcomes, guide management, and provide support for a more
accurate prognosis. Molecular markers used in the differential
diagnosis of thyroid cancer are emphasized in clinical practice,
leading to a reduction in the necessity of invasive procedures and
minimizing  negative impacts on patient management.
OBJECTIVES: An integrative review of the literature identified
molecular markers of thyroid nodules described in the general
population. MATERIALS AND METHODS: Studies published
between 2010 and 2021 were selected from the PubMed, Scopus,
CAPES, and BVS portals databases that met the inclusion criteria
(original articles, observational studies, systematic reviews,
reviews of the literature, and clinical management guidelines),
written in English and Brazilian Portuguese, that fit the theme of
thyroid molecular markers involved in the diagnosis, management,
and prognosis of thyroid nodules. RESULTS: Upon individual
analysis, molecular markers show significant statistical variations
in performance. Among the markers most strongly associated with
malignancy, BRAF mutations and TERT promoter mutations have
the potential to guide the approach to patients with thyroid nodules
in terms of diagnosis, management, and prognosis on an individual
basis. CONCLUSION: Although individual markers serve as
predictors of malignancy, defining patterns of tumor
aggressiveness, the validation of panels tailored to the Brazilian
population needs to be improved.

Keywords: molecular markers; thyroid nodules; genetic testing.
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INTRODUCAO

O cancer de tireoide (CT) é a neoplasia enddcrina

mais comum em todo o mundo, representando 3% de todos
os canceres diagnosticados anualmente!. No Brasil, o
nimerode casos novos de cancer de tireoide estimados, para
cada ano do triénio 2020-2022, ser& de 2.310 casos novos em
homens e de 11.950 em mulheres. Esses valores
correspondem a um risco estimado de 2,17 casos novos a
cada 100 mil homens e 11,15 para cada 100 mil mulheres 2.

Aincidénciade CT vem aumentando progressivamente
36 sendo o quinto tumor mais frequente nas mulheres da
regido Sudeste e Nordeste, apesar do aumento significativo
de novos casos, os dados mundiais de mortalidade mantém-
se estaveis, provavelmente em decorréncia do diagndstico
precoce e dos avangos na detecgdo de pequenos tumores em
estagios iniciais "

CT apresentam curso clinico variado, podendo ser
indolente, geralmente, com baixas taxas de mortalidade, ou
tumores mais agressivos, com rapida progressio 2.

O CT ¢é classificado de acordo com sua histologia e
acometimento celular, os tipos histolégicos mais frequentes
do CT sdo os carcinomas diferenciados. Entre eles, estdo o
papilifero, o folicular e o de células de Hirthle. E menos
frequentes os carcinomas pouco diferenciados e 0s
indiferenciados ¥ 3.

O carcinoma papilifero de tireoide (CPT) é a neoplasia
enddcrina responséavel por 80-85% de todos os canceres de
tireoide e 1% de todas as neoplasias malignas humanas 4 5.
Em estagios iniciais de desenvolvimento, esta neoplasia
pode ter menos que 1,0 cm de didmetro e, entéo, ser definida
como um microcarcinoma papilifero de tireoide (MCPT) 6.
Em ambos os casos, hd uma alta taxa de metastases
linfonodais, 0 que pode causar alto risco de recidiva e
diminuicdo da qualidade de vida do paciente ’. O segundo
tipo com maior nimero de casos consiste no CT folicular,
estando associado a um pior progndstico %8, contudo, no
geral, os carcinomas diferenciados de tireoide apresentam
bomprogndstico quando tratados adequadamente *°.

Os nodulos de tireoide podem ser encontrados por
palpacdo entre 1 a 7% da populacgdo, cerca de 65 a 80%
destes nodulos sdo benignos e entre 5 a 15% malignos. A
avaliacdo inicial de um nddulo de tireoide inclui, além do
exame de ultrassonografia (USG), a Puncdo Aspirativa por
Agulha Fina (PAAF) complementar na investigacdo de
nodulos de tireoide, por incluir achados citoldgicos
caracteristicos que auxiliam na distin¢do de lesdes benignas
e malignas; sendo um procedimento seguro, de alta
sensibilidade e acurdcia, principalmente para estabelecer o
diagnostico precoce de CT; mas é indicada conforme o
tamanho caracteristico do nddulo, sendo mundialmente
utilizada 2 2,

Para a classificagdo citologica, a PAAF utiliza o
Sistema Bethesda para Notificacdo de Citopatologia da
Tireoide que classifica as lesdesem seis tipos: B I, ndo
diagnostico; B 1, benigno; B Ill, atipia de significado
indeterminado/leséo folicular de significado indeterminado;
B 1V, neoplasia folicular/suspeito de neoplasia folicular; B

V, suspeito de malignidade; e B VI, malignas. Porém,
distinguir os nddulos tireoidianos malignos dos benignos
ainda constitui um grande desafio, por uma vez que a analise
histol6gica pés-cirdrgica reclassifica de 70 a 80% dos casos
como benignos. A diferenciacdo molecular entre lesdes
benignas e malignas no diagndstico pré-operatério
demonstra-se de fundamental importancia, em vista que
podera reduzir o elevado indice de cirurgias desnecessarias.
Indiscutivelmente, a avaliagdo citolégica de nddulos de
tireoide puncionados por PAAF reduz a necessidade de
intervencdo cirdrgica, mas, mesmo assim, de 15 a 30% dos
nédulos puncionados por PAAF na avaliagdo citolégica sdo
classificados como indeterminados (classes IlI, 1V de
Bethesda), e, consequentemente, esses casos S&0
encaminhados para cirurgia dado elevado risco de
malignidade 2% 22,

Sheng et al. compararam a eficiéncia do teste genético
da mutacdo BRAF V600E e as categorias de Bethesda na
distingdo entre nodulos tireoidianos benignos e malignos,
encontrando diferengas significativas na idade, diametro do
nédulo e VPP (valor preditivo positivo) da mutacdo BRAF
V600E entre as seis categorias do sistema. A combinagéo do
teste de mutacio BRAF VG600E e sistema Bethesda
demonstrou aumento no VPN (valor preditivo negativo),
sensibilidade e acurdcia, enquanto 0 método BRAF V600E
mostrou superioridade ao sistema Bethesda no que diz
respeito ao VPP e especificidade. Outros estudos relataram
essa correlagio do BRAF V600E com caracteristicas
clinicas e patoldgicas de CPT mais agressivos, como
metastases distantes ou nodais, tumor de maior tamanho e
estagio avancgado %,

Deste modo, a evolugdo dos testes moleculares para
nodulos de tireoide permitiu a descoberta de varios
marcadores moleculares diagnésticos e prognésticos de CT
que podem ser aplicados a amostras de PAAF de tireoide 23,
oferecendo oportunidades sem precedentes para pesquisas e
desenvolvimento de novas estratégias de tratamento para este
cancer 242 evitando, assim, cirurgias desnecessarias e
auxiliando em novas opgGes de progndstico e tratamento %,

A considerar que embora os testes moleculares nédo
possam diagnosticar todos 0s casos, uma expressiva parcela
pode ser classificada pelo diagnostico molecular, e, diante
destes resultados, a OMS ja prepara uma nova classificagao
que integra tais achados a pratica clinica 273,

Apesar da acentuada melhora no diagndstico, apenas
uma minoria dos pacientes teveacesso a um teste genético 3>
33, No Brasil, este cendrio € restrito a hospitais de referéncia,
a maioria privados. Embora o teste molecular ainda néo faca
parte do Rol de Procedimentos e Eventos em Salde da ANS
(Agéncia Nacional de Saude Suplementar), por meio da
Resolugdo Normativa CNHM n.° 042/2020 da AMB, um
teste molecular usando mMIRNA estd no rol de
procedimentos oferecidos pelos planos de satde privados 3.

Varios outros testes moleculares por Sequenciamento
de Nova Geracdo (NGS) estdo disponiveis para uso clinico,
a maioria baseada em marcadores moleculares estudados em
populacbes europeias e norte-americanas, podendo nao
corresponder a populacéo brasileira, com o risco do emprego
destes testes ocasionar impacto financeiro desnecessario no
manejo clinico dos pacientes com nddulos de tireoide 4 35,
Entretanto, o custo-beneficio do NGS varia inversamente
com a prevaléncia subjacente de malignidade na populacéo
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testada, mesmo assim, prevalecendo uma boa relagéo custo-
beneficio que esta metodologia poderia trazer ao estudo de
cancer se for disponibilizada para a populagéo % %7,

No Brasil, Santos et al. avaliaram o impacto financeiro
do uso desta tecnologia em uma operadora privada de satde
no Brasil. O estudo acompanhou pacientes com nédulos de
tireoide de citologia indeterminada que seriam submetidos a
cirurgia. Estes pacientes foram submetidos aos testes
moleculares mir-THYpe (miRNA) antes da cirurgia. Os
resultados dos testes genéticos permitiram reduzir em 53,6%
as cirurgias totais e 73,4% de cirurgias potencialmente
desnecessarias. A economia calculada no estudo prospectivo
foi em cerca de R$ 10.000 por paciente, considerando 0s
individuos que foram ou ndo submetidos a procedimentos
cirtrgicos, ou de acompanhamento %,

Com esse intuito, nas Ultimas décadas, varios grupos
se dedicaram a caracterizar o perfil molecular dos nédulos
tireoidianos, em especial dos carcinomas diferenciados de
tireoide (CDTSs). Essas informagbes foram trazidas para a
pratica clinica e diferentes testes moleculares vém sendo
desenvolvidos e comercializados. Portanto, a questdo
principal é a necessidade de avaliar se um nédulo é maligno
ou hdo, e para se chegar ao objetivo é preciso de um teste
diagnostico que se aplique a populagdo brasileira, o qual
forneca resultados confiaveis, com boa sensibilidade e
especificidade para decidir sobre a abordagem cirdrgica.

METODOLOGIA

Revisédo de literatura

O presente estudo trata-se de revisdo integrativa da
literatura sobre marcadores moleculares de nodulos de
tireoide na populacdo geral. A pergunta norteadora desta
revisdo foi “Quais as informag¢des disponiveis na literatura
na area da salde acerca de marcadores moleculares
envolvidos nos fatores de diagnéstico, conduta e prognostico
dos nddulos de tireoide?”. Foi realizada busca na literatura
paraartigos publicados entre 2010 e 2021 nas seguintes bases
de dados: PubMed, Scopus, portais CAPES e BVS. Com
utilizagdo dos seguintes descritores: “Analise molecular”,
“marcadores moleculares”, “diagnostico molecular”, “risco
de malignidade”, “medicina gendmica” em conjunto como
descritor “nodulos de tireoide” e as suas respectivas
tradugdes para o inglés: “Genetic testing”, “Molecular
Markers”, “Diagnosis Markers”, “Risk for malignancy”,
“Genomic Medicine” e “Thyroid Nodules”.

Os critérios de inclusdo foram artigos originais,
estudos observacionais, revisoes sistematicas e de literatura,
guidelines de manejo clinico, publicados entre 2010 e 2021,
nos idiomas de inglés e portugués, que se enquadraram ao
tema de marcadores de moleculares de tireoide envolvidos no
diagndstico, conduta e progndstico dos nédulos de tireoide.
Foram excluidos outros tipos de estudo, como relato de caso;
também nédo foram considerados artigos cujo conteddo nao
fosse relacionado a nédulos de tireoide; assim como artigos
gue ndo passaram por revisao de pares ou pré-prints.

A obtencdo e sistematizacdo de dados foi feita por
meio de leitura exploratéria dos estudos, seguida de coleta
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de dados dos artigos pertinentes, com o preenchimento de
tabela e pacote Office Access, sendo retirada dos artigos as
seguintes informacfes: ano de publicacdo; periddico;
autores; delineamento do estudo; amostra; objetivos;
marcadores moleculares encontrados; populacdo do
estudo, composicdo étnica; principais resultados do estudo,
divididos quanto a diagndstico, conduta e progndstico; e
conclusdes.

Apbs a coleta de dados, foi feita a leitura integrativa
da tabela e delineados os achados mais significativos, por
leitura analitica e conforme a recorréncia do achado entre os
artigos analisados. A tabulacdo buscou identificar quais
marcadores apresentam relevancia em cada um dos eixos de
interesse: diagndstico, progndstico e conduta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram selecionados 31 artigos para a analise e coleta
de dados, sendo incluidos estudos observacionais, revisdes
da literatura e estudos clinicos.

Os artigos incluidos coletados conforme a sua
relevancia para o diagndstico, prognostico e conduta se
encontram listados na tabela 01.

Testes Genéticos aplicados ao diagnéstico molecular de
nddulos da tireoide

Nas Ultimas 2 décadas, poucas &reas da ciéncia
obtiveram tantos avan¢os como nos campos relacionados
as ciéncias genémicas, com o advento do sequenciamento
de nova geracdo (NGS), estando no inicio de uma
revolugdo nas pesquisas de cancer, com reflexo direto na
investigacdo molecular do cancer de tireoide.

Atualmente, a compreensdo das bases moleculares
do céncer de tireoide expandiu-se, de tal modo, que
existem diversos drivers de genes conhecidos para a
maioria dos céanceres de tireoide. No CPT, a mutagdo
BRAF V600E é a mutacdo mais prevalente (60%), seguida
por RAS (H/K/N-RAS) (15%) e pelos rearranjos
cromossdmicos que permitem a ativacdo constitutiva dos
genes RET, NTRK ou ALK %,

Nos estudos de Nikiforov et al. foram analisadas
437 citologias de 371 pacientes, com aplicacéo de testes
moleculares (BRAF, RET/PTC1, RET/PTC3, RAS e
PAX8- PPARY), estes estudos revelaram a presenga de 21
casos de mutacdo (12 BRAF, 3 RET/PTCL, 2 RET/PTC3,
3 HRAS, 1 NRAS), permitindo a reclassificacdo do
diagndstico da citologia aspirativa para malignidade em 9
casos, demonstrando que a combinacdo da citologia com
um conjunto de marcadores moleculares permite a
melhoria significativa na exatiddo do diagndstico, bem
como uma melhor predicdo de malignidade em nédulos
com citologia indeterminada “°.

Neste cenario, pesquisadores de diversos paises
criaram o Cancer Genome Atlas - TCGA - consorcio
gendmico internacional estabelecido para determinar as
mutacBes, alteracdes gendmicas, transcritbmicas e
epigendmicas mais frequentes em diferentes tipos de
tumores humanos. Estes pesquisadores compilaram seus
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estudos a partir da analise de 496 amostras de CPT,
estabelecendo um perfil gendmico do cancer responsavel
por 80% de todos os casos de cancer de tireoide 4. O
TCGA estabeleceu um painel de 7 ou 8 genes (BRAF
V600E, BRAF K601E, RET/PTC 1 e 3, NRAS cddon 61,
HRAS cddon 61 e KRAS cddon 12-13 e PAX8/ PPARY)
capazes de identificar entre 60 a 70% dos cénceres de
tireoide*2. Com praticamente toda base genética dos CPT
descrita, se reduziu a fracdo de casos de CPT com driver
oncogénico desconhecido de 25% para 3,5%, oferecendo,
assim, um alto potencial para o diagnéstico molecular e
permitindo entender o papel progndstico de todas essas
mutagdes *.

Tabela 1. Artigos incluidos.

Artigo Ano Tipo de estudo

Mungan et al .3 2017  Artigo original/ estudo

transversal

Xiang et al.1® 2020  Artigo original/ estudo
transversal

Muzza et al.?? 2020 Revisdo

Sheng et al.?® 2021  Artigo original/ estudo clinico

experimental

Fagin et al.®® 2016  Revisdo

Nikiforov et 2009  Artigo original/estudo

al.® retrospectivo

Eszlinger et 2014  Revisdo

a|.42

Lopes*® 2010  Artigo original/ dissertacdo de
mestrado

Parangietal.®® 2014  Revisdo

Raue et al.# 2016  Revisdo

Xing et al.*® 2013  Revisdo

Bhatia et al.*® 2015  Revisdo

Ciampi et al.®® 2019  Coorte retrospectivo

Santana®! 2020  Artigo original / Dissertacdo de
Doutorado

Pereira®? 2015  Artigo original / Dissertacao de
Mestrado

Silva® 2012  Artigo original / estudo

retrospectivo

Artigo original / estudo
retrospectivo

Artigo original / estudo
retrospectivo

Machens et 2013  Artigo original / estudo
al.>’ retrospectivo

Romei et al .58 2015  Artigo original / estudo
retrospectivo

Coorte retrospectivo
Coorte retrospectivo

Bertelli et al.>* 2013

Romei et al.5¢ 2010

Opsahl et al % 2016
Mathiesen et 2017
a| .61

Cunha et al.52 2017
Maciel et al.? 2017

Artigo original

Artigo original/ estudo
retrospectivo

Revisdo

Artigo original/ estudo
multicéntrico

Reviséo

Revisdo

Artigo original

Zafon et al.® 2017
Lupo et al ¢ 2020

Krane et al.®” 2020
Zhang et al.%® 2016
Eszlinger et 2017
a|.69

Bellevicine et 2020
a|_7l

Ferris et al.”? 2015 Revisdo

Estudo prospectivo multicéntrico

Fonte: elaborado pelos autores.

Os resultados demonstram que alguns grupos
diferentes de alteragdes moleculares conduzem ao CPT. A
maioria foi causado por muta¢gdes em BRAF (V600E) ou
RAS, ambos desregulando a via de sinalizacdo da proteina
quinase ativada por mitégeno (MAPK). Drivers
oncogénicos (alteragbes genéticas e epigenéticas
identificadas como condutoras da génese tumoral) foram
identificados em 96,5% das amostras de tumor, um novo
gene driver EIFIAX prejudica a via MAPK e é
mutuamente exclusivo das mutagbes BRAF e RAS. A
classificacdo dos CPT pode ser potencialmente refinada
dada a semelhanca de um tumor com tumores
impulsionados por BRAF (V600E) versus tumores
impulsionados por RAS. Os tumores dirigidos por BRAF
(V600E) e tumores dirigidos por RAS mostraram perfis
moleculares distintos que afetam diferencialmente a
sinalizacdo a jusante: tumores dirigidos por BRAF
(V600E) demonstram alta sinalizacdo por MAPK,
enquanto tumores dirigidos por RAS demonstram baixa
sinalizacdo por MAPK. Um sistema de pontuacdo de
diferenciagéo da tireoide ajuda a determinar se os tumores
sdo movidos por BRAF (V600E) ou RAS. A expressao
génica heterogénea para o subtipo BRAF (V600E) sugere
que a estratificacdo adicional do subtipo pode levar a um
melhor valor progndstico .

Os carcinomas foliculares podem apresentar
mutacBes do gene RAS e rearranjos do PAX8-PPARy
(gene box pareado 8 e o0 Receptor ativado por
proliferadores de peroxissoma gama e o receptor nuclear
PPARy) também detectadas em adenomas foliculares e
variantes foliculares do carcinoma papilifero (37,5%). O
RET/PTC1, rearranjo RET/PTC mais frequente, esti
relacionado com casos de CPT com histologia classica, ao
passo que o0 rearranjo génico RET/PTC3 se associa
frequentemente com a variante sélida, sobretudo em casos
de exposicao a radiagdo, como no contexto pos- Chernobyl,
mas também com a variante de células altas. As mutacoes
do gene RAS estdo associadas a uma histologia tumoral,
sendo frequente em 25-100% dos casos de variante
folicular do CPT %,

Para deteccdo de malignidade, um dos principais
marcadores € o BRAF, um ativador da sinalizacdo da
cascata de MAPK que atua via sinalizacdo extracelular
para regular a proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia
celular®. Ele tem uma baixa sensibilidade (17%) associado
a uma alta especificidade (98%), ou seja, quando
positivado € relacionado a malignidade, porém se negativo
ainda ha chance de malignidade. Possui também VPP de
80% e VPN de 69%, com flutuagdo de valor conforme a
variante “°. Ele prediz quase 100% de probabilidade de
malignidade quando positivo, direcionando o tratamento
para a tireoidectomia, mesmo se a PAAF for indeterminada
46,47 Quanto ao progndstico, esta associado com metastase
linfonodal, extensdo extratireoidiana e estadgios mais
avancados, além de recorréncia com odds ratio de 3-5 para
0 CPT & O marcador RET/RET-PTC é associado aos maus
progndsticos de carcinomas medulares e papiliferos, sendo
mais comum em pessoas submetidas a radiagdo. Mutagoes
no gene RET estdo presentes em apenas 20-40% dos
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carcinomas papiliferos, e, se positivo com PAAF
indeterminada ou suspeita de carcinoma, é indicativo de
tireoidectomia 46 4749,

Outros marcadores importantes sdo as mutagdes no
gene promotor TERT que estdo relacionadas com maior
agressividade do cancer de tireoide, demonstrando-se com
maior especificidade e valor preditivo positivo, sendo
preditores de malignidade, de grau de indiferenciacdo e
existéncia de metastase quando associados a mutacles
BRAF, RAS e RET/PTC. Desta forma, a sua importancia
diagndstica e na conduta pode ser fundamental para
indicacdo cirdrgica 4547 4°,

Ciampi et al. estudaram o carcinoma medular da
tireoide esporadico (CMTe), um tumor raro, porém muito
agressivo. Analisadas por NGS, alterages nos genes RET
e RAS estavam presentes em cerca de 50%-80% dos casos,
de modo que este pardmetro pode ser considerado um novo
marcador molecular de pior prognéstico em CMTe com
mutacéo no gene RET. Por fim, com um resultado inferior
ao esperado, a percentagem em casos de CMTe, ainda
orfaos de um driver genético reconhecido, foi refinado com
essa metodologia, demonstrando ser possivel reduzir o
nimero de casos RET ou RAS negativos e confirmar o
papel das mutacdes RET e RAS em casos de CT .

Inimeros estudos determinaram a distribui¢do das
frequéncias destas mutacdes em diversas populacbes do
mundo inteiro, assim vejamos alguns exemplos realizados
em pacientes brasileiros.

Santana %' por meio de sequenciamento de larga
escala estudou casos raros de tumores foliculares ou de
células de Hirthle em pacientes brasileiros, constatando
que diversas mutacGes em genes de vias com aumento da
expressdo: Wnt/p-catenina, MPAK e PI3K- AKT-mTOR,
sendo os genes APC e FAT1 mais frequentemente mutados
e este Ultimo envolvido em diversas fungdes celulares,
inclusive  controle da  atividade  mitocondrial.
Corroborando assim com a literatura, ndo foi observada
nestas amostras mutagdes raras no gene BRAF e a mesma
frequéncia do RAS relatada em carcinomas papiliferos,
mas inferior a dos carcinomas foliculares. Mutacfes
comumente associadas a pior prognéstico em carcinomas
diferenciados de tireoide, como as C228T e C259T da
regido promotora do gene TERT e mutac6es do gene TP53,
ndo foram encontradas e ndo houve associacdo entre o
perfil mutacional e as caracteristicas clinicas e
histolégicas.

Pereira %2 estudou, por meio de sequenciamento
direto, o exon 15 do gene BRAF, e estabeleceu a
prevaléncia da mutacdo BRAFV600E em 135 pacientes
com CPT tratados em um hospital de Salvador — Brasil,
buscando associar a presenga da mutagdo com aspectos
clinico-patolégicos conhecidos do CPT e risco de
recorréncia segundo protocolos do Consenso Brasileiro e
da American Thyroid Association. Os resultados obtidos
revelaram que a prevaléncia da mutacdo BRAFV600E foi
semelhante a apresentada em outros estudos. A mutacéo
BRAFV600E esteve positivamente associada com idade
avancada (40,96 + 13,69 vs 29,73 £ 10,18; P = 0,008) e
negativamente com presenca de tireoidite de Hashimoto

Rev HUGV (Manaus). 2023 dez-jan; v22. 11036

(TH) (25% vs 66,7%; P = 0,008).

Silva et al. % realizou a analise molecular da
mutacdo V600E do gene BRAF por meio de PCR e RFLP
(polimorfismo de comprimento de fragmentos de restri¢ao)
em amostras parafinadas de pacientes diagnosticados pela
citologia com carcinomas papiliferos de tireoide tratados
em um hospital Goiania - Brasil. As analises mostraram
que a presenca da mutacdo V600E do gene BRAF em 74
casos (63,8%) estava associada as metastases linfonodais
(p=0,0385) e a hiperexpressdo da proteina BRAF
(p=0,0063).

Bertelli et al. % estudaram por reacdo de RT-PCR a
frequéncia da mutacdo V600E do gene BRAF em pacientes
brasileiros com mais de 65 anos submetidos a
tireoidectomia, correlacionando sua presenga ou auséncia
com as diferentes lesdes histolégicas, com as variantes e
com fatores prognosticos do carcinoma papilifero.
Detectou-se a presenca da mutacdo BRAF V600E em 47
pacientes (55,3%). Entre os 17 carcinomas papiliferos
estudados, sete apresentavam a mutagdo (41,2%).
Verificou-se a associacao estatistica entre a presenca desta
mutacdo e a variante classica do carcinoma papilifero, além
de tendéncia de associacdo com doenga extratireoidiana.
Concluindo que a mutacdo BRAF nos pacientes idosos é
exclusiva para o carcinoma papilifero e tem frequéncia
expressiva. Além disso, esta relacionada a variante classica
e, possivelmente, & doenca extratireoidiana.

Uma pesquisa multicéntrica envolvendo 18 centros
de referéncia no Brasil, a maioria localizados na regido
sudeste, avaliaram pacientes acometidos pela neoplasia
enddcrina maltipla tipo 2 (MENZ2). Foram assistidos 554
pacientes com CMT de 176 familias encaminhados para
cirurgia que passaram pelo diagnostico molecular para
comparar o tipo e a prevaléncia de mutagcdes RET com 0s
dados obtidos de outros paises. Classificadas pelo nimero
de familias afetadas, as mutacBes mais frequentes,
ocorreram no cddon 634, exon 11 (76 familias), seguido
pelo cédon 918, exon 16 (34 familias: 26 com M918T e 8
com M918V) e cddon 804, exon 14 (22 familias: 15 com
V804M e 7 com V804L). Quando comparado com estudos
europeus, os resultados demonstraram-se heterogéneos.
Enquanto as muta¢des nos codons C618, C620, C630,
E768 e S891 sdo mais frequentes em populacdes europeias,
no Brasil € menos documentada, enquanto a G533C e
M918V sdo mais encontradas nos brasileiros. Varios
estudos demonstraram que o perfil de mutacdo do RET
pode variar conforme a darea geografica 5%, Esses
resultados refletem a ancestralidade  brasileira,
predominantemente miscigenada, composta por ancestrais
europeus, amerindios e africanos .

Nesse sentido, a medicina de precisdo admite que
cada tumor possui uma assinatura molecular Unica, que
com a ancestralidade, fatores fenotipicos e genotipicos do
paciente, devem ser consideradas na adocdo de abordagens
terapéuticas. Por isso, 0 uso de metodologias combinadas
(técnicas de imagem, caracteristicas citolégicas, testes
moleculares (DNA e RNA), modelos estatisticos
computacionais) possibilitam definir com maior preciséo o
diagnéstico do paciente e orientar a pratica médica .
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Atualmente  ha muitos testes comerciais
disponiveis, 0s quais analisam uma gama variada de
marcadores genéticos, o que comparado a classificacdo
mais atualizada de Bethesda, de 2017, inclui nddulos de
tireoide de atipia de significado indeterminado ou lesdo
folicular de significado indeterminado (AUS/FLUS) e
neoplasia folicular ou suspeito para neoplasia folicular
(SN/SFN) 2,

Dentre os testes utilizando os NGS disponiveis, cuja
funcdo visa a distincdo de lesdes benignas e malignas,
apesar de valores preditivos positivos e negativos serem
ainda elevados, ndo demonstrando efetividade na reducéo
de cirurgias; para evitar exames citolégicos e cirurgias
desnecessarias, & preciso a validagdo na populacgao
brasileira *.

O ThyroSeq é um teste molecular que usa a
tecnologia de NGS e pode analisar um painel muito amplo
de mutacGes, rearranjos e genes (TERT, TP53, BRAF
V600E, NTRK3, fusdo RET, RAS, BRAF K601E, PTEN,
IDH2, DICER 1, PPARG-THADA e 0s RAS-like (KRAS,
HRAS e NRAS). Hoje, ja se encontra na sua terceira versdo
(ThyroSeq®v3) e avalia mutacBes oncogénicas em 112
genes (12.135 variantes), mais de 120 fusdes génicas,
alteragbes em ndmero de coOpias em 10 regibes
cromossdmicas e analise de expressdo em 19 genes. Apesar
da alta sensibilidade e especificidade encontrada nesse
teste no estudo original, bem como em estudos de
validagBes, muitas das mutacdes descritas ainda se
encontram sem correlacdo com a sua funcionalidade
clinica .

Outro teste disponivel no mercado é o ThyGeNEXT
em unido ao ThyraMIR. Nos estudos de validacdo deste
teste, foram analisadas as variantes de DNA de BRAF,
ALK, GNAS, HRAS, KRAS, NRAS, PIK3K, PTEN, RET,
e TERT promoter, enquanto as fusdes e 0s miRNAs foram
relacionados aos genes BRAF, ALK, NTRK, PPARg,
RET, THADA, NKX2.1, PAX8, TBP e USP33, todos
relacionados ao teste ThyGeNEXT. Em relacdo ao
ThyraMIR, notam-se alguns dos microRNAs analisados:
miR-31-5p, miR-29b- 1-5p, miR-138-1-3p, MiR-139-5p,
miR-146b-5p, miR-155, miR-204-5p, miR-222-3p, miR-
375, miR-551b-3p. O teste ThyGeNEXT sozinho tem valor
preditivo positivo e valor preditivo negativo interessantes.
Com o acréscimo das mutagdes TERT e ALK, esse painel
consegue predizer as caracteristicas de agressividade dos
tumores, tendo, assim, papel progndstico. No entanto, ndo
ha estudos de validacdo independente para ratificar esses
dados iniciais em populacdes brasileiras 2% 3% 6667,

O The Afirma Gene Expression Classifier analisa a
expressdio de mRNA de 167 genes, demonstrando
resultado benigno ou suspeito. Do ponto de vista
diagnostico e importancia para mudanca no manejo, tem
utilidade restrita a uma faixa de prevaléncia de malignidade
em torno de 12,15% a 21-25%, tendo em vista os altos
valores preditivos negativos (VPN) (enfoque para
AUS/FLUS e SN/SFN; VPN alto para exclusdo de
malignidade) e baixos valores preditivos positivos (VPP).
Em relacéo ao enfoque de conduta, o teste indica que, se 0
resultado for classificado como indeterminado, numa faixa

de malignidade que varia de 12% a 25%, (AUS/FLUS;
FN/SFN), o paciente ndo precisara de cirurgia, fora dessa
faixa, o teste ndo consegue indicar alteragdes na conduta®.
Apesar disso, outros estudos demonstram que o0 nimero de
citologias indeterminadas aumentou e o numero de
cirurgias ndo foi reduzido. Assim sendo, estes testes
necessitam de melhor avaliagdo quanto a sua
aplicabilidade 2.

O Mir-THYpe® é um teste brasileiro que foi
desenvolvido e validado pela startup ONKOS
Diagnosticos Moleculares, em parceria com o Hospital do
Cancer de Barretos. E o (nico exame genético para
classificacdo molecular de ndédulo de tireoide
indeterminado que foi desenvolvido e validado utilizando
100% de amostras de pacientes brasileiros. Nesse teste, 0
material genético (MiRNAS) é extraido a partir das laminas
da PAAF. O teste mede a expressdo de 11 miRNAs (seis
normalizadores e cinco discriminadores) e identifica um
padrdo na expressdo dessas moléculas. Por meio da
utilizacdo de um algoritmo de inteligéncia artificial, o
padrao de expressao dos miRNAs da amostra é comparado
com o padrdo de expressdo de outras amostras sabidamente
benignas ou malignas; com isso, o teste gera um resultado
sugerindo amostra “positiva” para malignidade *. No
entanto, apesar de ser um teste promissor, 0s resultados do
estudo multicéntrico ainda ndo foram publicados, e faltam
os dados de validagBes independentes, para que se permita
avaliar a aplicabilidade do teste na populagio brasileira %

Apesar dos avangos, como ainda existem lacunas a
serem esclarecidas, novos estudos sd0 necessarios no
entendimento das bases genéticas, para disponibilizar
tratamentos mais eficazes, por permitir ao médico acesso
as informacBes mais especificas sobre o potencial risco e
prognoéstico do CT, possibilitando adequagdo de conduta
personalizada.

Recomendacfes internacionais para o uso de testes
genéticos aplicados ao diagnéstico molecular de
nddulos da tireoide

Atualmente, nos casos de nddulos tireoidianos
malignos classificados na citologia como indeterminado,
diversas diretrizes nacionais e internacionais ressaltam os
avancgos diagnosticos, recomendando a complementagao
com testes moleculares, uma vez que ampliam a acuracia
do exame citolégico, e consequentemente, reduzem
intervengdes cirlrgicas. Alguns destes testes, que incluem
painéis com 07 genes, ja estdo sendo aplicados em diversas
regides do mundo, impactando na estratificacdo de risco
pré-operatdrio por demonstrar que as PAAFs positivas para
mutacéo estdo relacionadas ao risco de malignidade em
qualquer classificacdo diagnostica 2% 6972,

A American Thyroid Association (ATA) revisou em
2015 suas diretrizes para 0 manejo de nddulos da tireoide
incluindo recomendagdes sobre avaliagdo inicial, critérios
clinicos e ultrassonograficos para bidpsia aspirativa por
agulha fina (PAAF), interpretacdo dos resultados da
bidpsia e a incluséo de diagndstico molecular na tomada de
decisdo. A utilidade especifica desses novos testes
moleculares esta se tornando amplamente apreciada,
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especialmente na tomada de decisdo perioperatéria em
relacdo a necessidade de cirurgia e a extensdo da resseccao
inicial 7273,

Tabela 2. Sistema Bethesda 2018: risco de malignidade e
conduta clinica recomendada.

Categoria Risco de Recomendacéo
de malignidade
diagnostico (%)
Sem 5-10b Repetir a PAAF com
diagnéstico ou orientagdode ultrassom
insatisfatorio
Benigno 0-3¢c Acompanhamento
clinico e
ultrassonografico
Atipia de ~10-30d Repetir a PAAF, teste
significancia moleculare lobectomia
indeterminada
ou lesdo
folicular de
significancia

indeterminada

Neoplasia 25-40 f Teste molecular ou
folicular ou lobectomia
suspeita de
neoplasia
foliculare
Suspeita de 50-75 Tireoidectomia quase
malignidade total oulobectomia g . h
Maligno 90-99 Tireoidectomia quase

total oulobectomiag . h

Fonte: Adaptado de The Bethesda System for Reporting Thyroid
Cytopathology, 22 edic&o.

a. O gerenciamento pode depender de outros fatores (por
exemplo, clinico, ultrassonografico) além da interpretacdo de
PAAF;

b. O risco de malignidade varia com o tipo/estrutura do nédulo,
ou seja, solido vs. complexo vs. >50% cistico. Aspirados de
nodulos sélidos sem diagndsticos estdo associados a um risco
maior de malignidade em comparacdo com aqueles que
apresentam  alteragdo >50% cistica e caracteristicas
ultrassonograficas de baixo risco;

c. Estimativas obtidas de estudos que mostram correlagéo entre
nodulo biopsiado e acompanhamento patoldgico pds cirurgia;

d. Estimativas obtidas de dados histopatoldgicos de estudos de
coortes (incluindo repetigdo de PAAFs atipicos) e meta- analise
da literatura p6s-2007;

e. Inclui casos de neoplasia folicular com caracteristicas
oncociticas (neoplasia de células de Hurthle);

f. Estimativas obtidas de dados histopatolégicos de estudos de
coortes e meta-analise da literatura p6s-2007;

g. Alguns estudos recomendaram analise molecular para avaliar
0 tipo de procedimento cirrgico (lobectomia vs. tireoidectomia
total)

h. No caso de "suspeita de tumor metastatico” ou uma
interpretacdo "maligna” indicando tumor metastatico em vez de
uma malignidade primaria da tireoide, a cirurgia pode ndo ser
indicada.
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Em 2016, a segunda edi¢do do “The Bethesda
System for Reporting Thyroid Cytopathology”, elaborada
durante o Congresso Internacional de Citologia, em
Yokohama, Japdo, por citopatologistas, patologistas e
cirurgies endocrinolégicos 0s quais revisaram as
diretrizes para 0 manejo de pacientes com nédulos da
tireoide, recomendaram o diagnostico molecular como
importante aliado para complementar a avaliagdo do risco
de malignidade antes de prosseguir diretamente com a
cirurgia 2.

Recentemente, a European Society for Medical
Oncology (ESMO) com base nos critérios propostos pela
World Health Organization (WHO) atualizou as suas
diretrizes enfatizando uma abordagem multidisciplinar
minimamente invasiva e recomendou que nos casos dos
nodulos puncionados por PAAF, com a avaliagdo
citoldgica, deve ser realizada a avaliagdo dos marcadores
moleculares associados a malignidade apresentados na
tabela 2 4270,

No Brasil, o0 Consenso Brasileiro sobre Nédulos e
Cancer Diferenciado de Tireoide, da Sociedade Brasileira
de Endocrinologia e Metabologia (SBEM), desde 2007
recomendou o diagnostico molecular complementar; na
revisdode 2013, apresentou atualizagbes do diagndstico
molecular, com a inclusdo de mutacbes em genes
especificas (como BRAF V600E e RAS) ou rearranjos
génicos (como RET/PTC e PAXS8/PPARy), as quais
definem malignidade. Infelizmente, o uso de painel com os
marcadores BRAF, RAS, rearranjos RET/PTC e
PAXS8/PPARY na prética clinica ainda deixa de identificar
36% dos casosde malignidade (sensibilidade de 64%),
requerendo o estudo e a implantacéo de outros marcadores,
bem como os microRNAs, os quais vém demonstrando
bons resultados em pesquisas preliminares ™.

Com o avangar do conhecimento, a ESMO criou a
Escala para A¢do Clinica de Alvos Moleculares (ESCAT),
que visa melhorar o entendimento a respeito da aplicacéo
dos marcadores moleculares, auxiliar na decisdo medica
oportuna e ampliar a eficAcia do tratamento. Esta
implementagdo, por meio de relatérios de sequenciamento,
quadros de tumores e comunicagdo cientifica ampla,
permite discussbes e disponibiliza novas opc¢oes
terapéuticas °.

Portanto, para conseguirmos individualizar o
tratamento, conforme sugerido nos  guidelines,
necessitamos com urgéncia de estudos ampliados sobre as
mutacBes desconhecidas. Caso os painéis moleculares
permanegam sem estas descricdes, o desempenho da
analise fica deficitario, e os custos elevados; além de
comprometer a aplicabilidade na préatica clinica. Assim, 0s
testes ou painéis moleculares empregados no diagndstico e
prognostico do CT, que apresentam maior sensibilidade e
especificidade, reduzirdo sensivelmente os custos do
sistema de salde .

Do ponto de vista progndstico, com a medicina de
precisdo e a disponibilidade destesbancos de big data,
geraram-se muitos dados in silico. Sabemos que o0s testes
ampliaram o nOmero de alteracbes moleculares
conhecidas, melhorando, assim, os seus desempenhos.
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Entretanto, conforme listado anteriormente, apesar de estar
presente nos testes comercializados, apenas uma minoria
dos pacientes teve acesso a um teste genético e aindanao
ocorreu a validacdo e muito menos a aplicacdo na pratica
clinica em populacdes da regido norte brasileira.

Tabela 3. Classificagdo da OMS para diferenciacdo de
carcinomas da tireoide derivados-foliculares: parametros
morfoldgicos e marcadores moleculares.

Tipo de tumor Morfologia Marcadores
Moleculares
NIFTP Encapsulados, RAS, BRAF K601E
nucleo claro, sem
papilas
Carcinoma
papilifero BRAF V600E,
RET/PTC fus,
Classico  papilas e nicleo NTRK fus, ALK
claro fus, 1g amp
Variante  foliculos e nucleo BRAF K601E,
folicular  claro RAS,
PAXS8/PPARY,
. . EIF1AX, THADA
Variante  Estrutura especial  fq 22q del
s: € recursos
células celulares
altas, BRAF V600E, 1q
solidas, amp, TERT
hobnail promotor, TP53,
e tall PIK3CA, CTNNB1
Carcinoma Invasdo capsular RAS,
folicular (MI), invasdo PAX8/PPARY,
vascular >4 vasos PTEN, PIK3CA,
sanguineos TSHR, TERT

Carcinoma de
células de
Hirthle

(angioinvasivos),
invasao
extratireoidiana
(W)

Invasdo capsular
(M), invasdo
vascular >4 vasos
sanguineos (WI)

promotor, CNA

RAS, EIF1AX,
PTEN, TP53, CNA,
mtDNA

Carcinoma mal Invasdo, mitoses RAS, TERT
diferenciado >3, necrose, promotor, TP53,
nucleo convoluto PIK3CA, PTEN,

CTNNB1, AKT1,
EIF1AX, ALK fus,
histona
metiltransferases,
SWI/SNF complexo
de remodelagdo da
cromatina

Fonte: Adaptado de Filetti, et. al, Annals of Oncology 30: 1856—
1883, 2019 doi:10.1093/annonc/mdz400 Published online 24
September 2019. * amp, amplificacdo; CNA, alteracdo do nimero
de copia; del, delecdo; fus, fusdo; MI, minimamente invasivo;
NIFTP, neoplasia folicular ndo invasiva da tireoide com
caracteristicas nucleares semelhantes a papilares; SWI/SNF,
switch/sacarose ndo fermentavel; OMS, Organizagdo Mundial da
Saude; WI, amplamente invasivo.

CONCLUSAO
Nesta revisdo integrativa da literatura, o0s
marcadores individuais observados como de maior

relevancia foram o promotor TERT e a mutacdo BRAF. O
TERT é relacionado a maior agressividade e invasdo do
tumor, além de especificidade e VPP alvos para
diagnosticar lesdes malignas, no entanto, a sua positividade
ainda ndo define a conduta cirdrgica 7 “°, O BRAF,
principalmente na variante BRAF VG600E, prevé a
malignidade quando positivado, tendo indicacdo de
tireoidectomia mesmo com PAAFs indeterminadas em
alguns estudos, e, no progndéstico, tem relacdo com
metastase nodal, extensdo extratireoidiana e recorréncia*-
48, O RET/RET-PTC ¢ associado aos prognosticos ruins de
carcinomas medulares e papiliferos, com a positividade
dele como um indicativo para tireoidectomia total nos
casos de PAAFs suspeitas para malignidade 46474, Dentro
das variantes dele, RET/PTC1 relacionou-se a casos de
CPT com histologia cléssica e 0 RET/PTC3 & variante
sélida .

As mutacOes do gene RAS e rearranjos do PAX8-
PPARy foram detectadas em carcinomas e adenomas
foliculares, assim como variantes foliculares do carcinoma
papilifero®®. As alteragdes RET e RAS ainda eram
presentes em 50-80% dos casos de CMTe, podendo ser
considerado marcador de pior progndstico *.

Em relagdo aos testes disponiveis, notou-se que a
funcdo principal é distinguir lesdes benignas e malignas, a
fim de reduzir a quantidade de citologias e cirurgias
desnecessarias dos nddulos indeterminados. Porém, testes
como The Afirma Gene Expression Classifier e o
ThyGeNEXT em unido ao ThyraMIR, apesar de valores
preditivos positivos e negativos altos, ainda néo
conseguiram se mostrar efetivos para a diminuicio de
cirurgias. Ademais, nesta revisdo, somente 0 Mir-THYpe®
foi validado na populag&o brasileira, com excelente custo-
efetividade na redugdo do nimero de cirurgias e PAAFs
desnecessarias, principalmente nos pacientes com perfil de
miRNA benigno do nédulo tireoidiano *; no entanto, néo
avaliaram as mutacfes somaticas como a BRAF V600E,
que € bastante recorrente em todos 0s outros testes.

Contudo, o presente trabalho documenta a
necessidade do desenvolvimento e validagdo de painéis
genéticos especificos para a populacdo brasileira, com
ensaios clinicos randomizados alinhados ao levantamento
de custo efetividade, na medida em que a maioria dos testes
validos foram estudados em populagdes europeias ou da
América do Norte. Além disso, a implementacdo de um
método de aprimoramento do diagnosticodo CT direciona
melhor o tratamento, reduzindo gastos desnecessarios com
cirurgias em nddulos benignos, principalmente o0s
classificados como indeterminados no Sistema Bethesda,
0 que iria proporcionar também melhor distribuicdo de
recursos no ambito do Sistema Unico de Sadde (SUS).

Finalmente, estes achados cada vez mais se
justificam, na medida que a prevaléncia do CPT aumenta
entre os principais canceres da populacdo brasileira
feminina, cujo driver oncogénico desconhecido dessa
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variante é de apenas 3,5% 3% 75, testes de marcadores
direcionados, mas que ndo deixem de albergar a
complexidade dos drivers oncogénicos das outras variantes
e miRNAs, possibilitem melhorar a especificidade,
sensibilidade, VPN e VPP, o que podera proporcionar
melhor acuracia diagndstica e do progndéstico da doenca,
evitando procedimentos cirlrgicos sem a certeza de
malignidade.
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