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RESUMO

O cancer diferenciado de tiroide (CDT) € a malignidade enddcrina mais comum e a quarta
mais frequente entre as mulheres Brasileiras. O carcinoma papilifero da tiroide (CPT)
representa 80-90% de todas as malignidades tiroidianas. As mais importantes vias
envolvidas na formacdo e progressdao do CDT sdo as vias MAPK e PI3K/AKT. O gene RAS
possui como uma de suas vias efetoras a via PI3K/AKT, a qual tem um papel importante na
sobrevivéncia e na proliferagdo celular. A mutagdo Q61R do gene NRAS € a mais
frequentemente encontrada em CDT. O gene BRAF possui mutacdes pontuais que sao
identificadas em 40-45% nos CPT, sendo a V600OE a mais comum encontrada nesta
neoplasia e responsdvel por manter € promover a progressao a tumores mais agressivos do
CPT. O gene AKT possui um papel importante na via de sinalizacdo PI3K, regulando a
sobrevivéncia, proliferacdo e crescimento celular, sendo que a isoforma AKT/ possui um
papel de pré-motilidade em CDT. Para investigar a utilidade clinica das vias MAPK e
PI3K/AKT no diagnéstico e progndstico do CDT foi realizada a genotipagem da mutagdo
dos genes NRAS, HRAS e BRAF e o seqiienciamento automatico do éxon 3 do gene AKT!
em 281 pacientes com nddulos tiroidianos. Destes, 190 eram tumores benignos, incluindo
121 hiperplasias e 69 adenomas foliculares, e 91 eram tumores malignos, sendo 60
carcinomas papiliferos variante cldssica, 26 carcinomas papiliferos variante folicular, 01
carcinoma papilifero variante células altas, 02 carcinomas foliculares e 02 carcinomas
anaplésicos. Todos os pacientes foram tratados e seguidos de acordo com um protocolo
padrdo por 12 a 87 meses (38,06£19,9 meses). A genotipagem do cédon 61 do gene NRAS
mostrou que individuos com gendtipo CT possuem maior risco de desenvolverem o CPT de
variante folicular (p=0,025). J4 a mutacdo de HRAS ndo teve nenhuma utilidade clinica. A
presenca do gendtipo heterozigoto da mutagdo de BRAF teve associagdo com o
desenvolvimento do CPT (p<0,001). Observamos alteracdes genéticas no éxon 3 do gene
AKTI em 114 (41,76%) de 273 pacientes. Foram encontradas 3 alteracOes intrOnicas
(rs2494738, rs3730368, rs3730358) e uma exodnica (L52R). A presenca da alteracdo
1s2494738 mostrou associacdo com auséncia de invasdo tumoral (p=0,004) e a rs3730368
como fator de prote¢do no desenvolvimento de tumores malignos (p=0,046), enquanto que

o gendtipo selvagem se relacionou com o desenvolvimento de tumores benignos menores



de 2cm (p=0,033). A presenca da alteragdao rs3730358 se associou com tumores malignos
menores de 2 cm (p=0,032). J& a presenca da alteracio L52R apareceu em tumores
malignos (p=0,004) e encapsulados (p=0,006), em tumores benignos menores de 2cm
(p=0,029) e de 2-4cm (p=0,0387). Portanto, podemos concluir que existem alteragdes
genéticas importantes que possam influenciar no desenvolvimento do CDT, sugerindo que
estas alteragdes possam servir como possiveis marcadores de diagndstico. Porém neste
estudo estas alteragdes ndo tiveram relacdo com progndstico, talvez pelo baixo tempo de

seguimento destes pacientes.



ABSTRACT

Differentiated thyroid cancer (DTC) is the most common endocrine malignancy and the
fourth most frequent among Brazilian women. Papillary thyroid carcinoma (PTC)
represents 80-90% of all thyroid malignancies. The most important pathways involved in
the formation and progression of DTC are the MAPK and PI3K/AKT pathways. The RAS
gene has as one of its effectors the PI3K/AKT pathway, which plays an important role in
the survival and proliferation. The mutation Q61R of NRAS gene is most often found in
DTC. The BRAF gene mutations that have been identified in 40-45% in the CPT, and the
V600E found this the most common malignancy and is responsible for maintaining and
promoting the progression to more aggressive tumors of the PTC. The AKT gene has a role
in signaling fosfotidilinositol-3 kinase (PI3K) pathway regulating the survival, proliferation
and cell growth, and the AKTI isoform plays a pro-motility in DTC. To investigate the
clinical utility of the MAPK and PI3K/AKT pathways in the diagnosis and prognosis of
DTC was performed by genotyping of the mutations of NRAS, HRAS and BRAF genes and
sequencing of exon 3 of the AKT1 gene in 281 patients with thyroid nodule. Of these, 190
were benign, including 121 hyperplasias and 69 follicular adenomas, and 91 were
malignant tumors, including 60 classic variant papillary carcinomas, 26 follicular variant
papillary carcinomas, 01 tall cell variant of papillary carcinoma, 02 follicular carcinomas
and 02 anaplastic carcinomas. All patients were treated and followed according to a
standard protocol for 12 to 87 months (38.06 = 19.9 months). Genotyping of codon 61 of
NRAS gene showed that patients with CT genotype have increased risk of PTC developed
the follicular variant (p=0.025). Already HRAS mutation had no clinical utility. The
presence of the heterozygous genotype of the BRAF mutation was associated with the
development of PTC (p <0.001). We observed genetic alterations in exon 3 of the AKT]
gene in 114 (41.76%) of 273 patients. We found three intronic changes (rs2494738,
rs3730368, rs3730358) and one exonic (L52R). The genetic alteration rs2494738 showed
no association with tumor invasion (p=0,004) and the rs3730368 as a protective factor in
the development of malignant tumors (p=0,046), whereas the wildtype genotype associated
with benign tumors smaller than 2 cm (p=0,033). The presence of the alteration rs3730358

was associated with malignant tumors smaller than 2 cm (p=0,032). The presence of the



alteration L52R appeared in malignant tumors (p=0,004) and encapsulated (p=0,006), and
in benign tumors smaller than 2 cm (p=0,029) and 2-4cm (p=0,0387). Therefore, we
conclude that there are important genetic alterations that may influence the development of
the CDT, suggesting that these changes may serve as potential diagnostic markers, but in
this study these changes did not correlate with prognosis perhaps by the low follow-up of

these patients.
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1 INTRODUCAO




A glandula tiroide é importante para o corpo humano devido a sua habilidade em
produzir os hormdnios necessdrios para manter os niveis de energia apropriados e a vida
ativa. Tais hormoOnios possuem efeitos pleiotrépicos, desempenham um papel critico no
inicio do desenvolvimento cerebral, crescimento somatico, maturagdo éssea e sintese de
RNAm de mais de 100 proteinas que regulam cada funcao corporal (1).

As doencas da tiroide possuem elevada prevaléncia e se manifestam por meio de
disfun¢do hormonal, seja por excesso ou por deficiéncia de produg¢do hormonal, ou por

alteracOes anatdmicas decorrentes do crescimento difuso ou nodular da glandula (2).

1.1 Doencas tiroidianas nodulares

Nodulos tiroidianos sdao detectados pelo seu tamanho, posi¢do cervical ou ainda pela
habilidade que o médico apresenta ao realizar o exame palpatorio. No entanto, a maioria
dos noédulos da tiroide ndo sdo clinicamente reconhecidos. A ultrassonografia, como
ferramenta de triagem, € muito sensivel, mas poderd resultar em preocupagdo
desnecessdria, j4 que os nddulos sdo tdo comuns que raramente apresentam significado
patolégico. Porém, a sua utilizacdo pode identificar se os pacientes apresentam nddulos
simples ou miiltiplos, suas dimensdes e caracteristicas. Como as técnicas de diagndstico de
nddulos de tiroide tém se tornado mais sensiveis e cada vez mais acessiveis a populacdo em
geral, tem havido um aumento paralelo da deteccdo do carcinoma diferenciado da tiroide
(CDT) (3).

De fato, a prevaléncia de nddulos tiroidianos varia de acordo com o método de
rastreamento utilizado, passando de cerca de 1% nos homens e 5% das mulheres que vivem
em condigdes de suficiéncia de iodo quando o diagndstico € apenas clinico (4-7), para 76%
quando se utiliza métodos de imagem como a ultrassonografia (7).

Além do uso de praticas de diagndstico sensiveis, o aumento da detec¢do de nédulos
da tiroide também é determinado pela associa¢dao de inimeros fatores de risco como idade,

sexo, etnia, localizacdo geogréfica e exposicao a fatores ambientais (3, 8).
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1.2 Cancer de tiroide

O cancer diferenciado de tiroide (CDT) € a malignidade enddcrina mais comum,
com uma estimativa de aproximadamente 45 mil novos casos diagnosticados nos Estados
Unidos em 2012 (9). De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), o CDT € o
cancer mais comum de cabeca e pescoco no Brasil, sendo trés vezes mais frequente no sexo
feminino (INCA, 2012). O INCA estima que o cancer de tiroide tenha sido responsavel por
12,9% de todas as neoplasias registradas no sexo feminino e por 3,2% das neoplasias do
sexo masculino em 2009 (INCA, 2012). Além disso, sdo esperados 10.590 casos novos de
cancer da tiroide em 2012, com um risco estimado de 11 casos a cada 100 mil mulheres,
projetando-se o CDT como o quarto mais frequente entre mulheres no ano de 2012, como
mostrado na figura 1 (INCA, 2012).

Brito e colaboradores (2011) estimam que houve 6.066 novos casos de CDT no ano
de 2006, 1.065 casos acometendo o sexo masculino e 5.001 casos no sexo feminino. A taxa
de incidéncia foi de 1,16 e 5,27, respectivamente, para cada 100.000 habitantes. Além
disso, em ambos o0s sexos houve um aumento na incidéncia com relacdo a idade,
particularmente a partir dos 30 anos de idade, e este aumento foi maior entre as mulheres

do que nos homens (10).
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Localizado primdria  casosnovos  percentual Localizacdo primdria (asos novos  percentual

Prastata 60,180 30,3% Mama Feminina 52,680 27,3%
Tague e o g B M 750 9
Pulmdo
Cdlon & Reto 14,180 7.3% Colon & Reto 15.960 8,4%
Estimago 12,670 6,5% Glandula Tiregide 10,590 5,68%

Traqueia, Brdnguio e

Cavidade Oral 9.990 3,1% 10.110 5,3%

Pulmdo
Esdfago 7770 4,0% Estdmago 7420 3,9%
Bexiga 6.210 3. 2% Ovdrio 6.190 3%%
Laringe 6,110 3,1% Corpo do Utero 4520 24%
Lirfoma ndo Hodgkin 5,190 2,7% Sistema Nervoso Central 4,450 24%
Sistema Nervoso Central 4820 2,5% Lirforna ndo Hodgkin 4450 2,4%

Figura 1. Estimativa de incidéncia dos tumores mais frequentes em ambos 0s sexos para o
ano de 2012, excetuando-se os canceres de pele nao-melanoma. Modificado a partir dos

dados do INCA, 2012 (http://www.inca.gov.br/estimativa/2012/index.asp ?ID=)5).

Os canceres originados a partir das células foliculares sdo subdivididos em
carcinomas papiliferos da tiroide (CPT, cerca de 80% de todos os CDT) e carcinomas
foliculares da tiroide (CFT, cerca de 5% de todos os CDT). Existem ainda os carcinomas
pouco diferenciados (cerca de 5-10% de todos os canceres da tiroide), os carcinomas de
células de Hurthle (CCH, cerca de 3% de todos os canceres da tiroide) e, por fim, o
carcinoma anaplésico da tiroide (CAT, cerca de 1% de de todos os canceres da tiroide)
também chamado de carcinoma indiferenciado da tiroide (11).

O adenoma folicular (AF) € um tumor benigno que pode servir como um precursor
para carcinomas foliculares. Os canceres menos diferenciados da tiroide, denominados
como carcinoma pouco diferenciado e o indiferenciado (carcinoma anaplésico),
desenvolvem-se através do processo de desdiferenciacdo gradual dos carcinomas papilares
e foliculares ou podem originar-se independentemente deste processo como demonstrado

na figura 2 (12).

25



Carcinoma
/ Papilifero
- Cal;d i L Carcinoma
il 'ouco i
Anaplasico
Diferenciado B
Célula -
Folicular Carcinoma
\ Folicular
Adenoma
Folicular
Neoplasia Benigna Carcinoma Bem Carcinoma Pouco Carcinonia
Diferenciado Diferenciado Indiferenciado

Figura 2. Imagem adaptada da referéncia 17, a qual demonstra o processo de

desdiferenciacdo da célula folicular tiroidiana.

As células foliculares das quais sdo derivadas o CPT e o CFT sdo semelhantes
estrutural e funcionalmente as células tiroidianas normais, apresentando boa evolugdo
clinica apds cirurgia e ao radioiodo. Essas caracteristicas podem, entretanto, complicar o
diagnéstico, fazendo com que estas lesdes sejam consideradas como “indeterminadas” ou
Bethesda classes 3 ou 4 (13).

De 20 a 30% dos nddulos, submetidos a pung¢do aspirativa por agulha fina (PAAF),
possuem histologia “indeterminada”, um padrdo que se manteve praticamente inalterado ao
longo das ultimas duas décadas (14-18). Todos esses pacientes sdo, atualmente,
encaminhados a cirurgia para definir a citologia dos nédulos (19), sendo que em sua grande
maioria, revela-se desnecessdria para 70% destes pacientes cujas lesdes serdo
histologicamente benignas (20).

Além disso, a tendéncia ascendente na incidéncia de CDT em todo o mundo deve-
se principalmente a microcarcinomas papiliferos, cujo significado clinico ainda € incerto e
que, em grande parte, ndo devem evoluir clinicamente, o que podem explicar, pelo menos

em parte, a baixa mortalidade por CDT (21). Por outro lado, 5-15% do CDTs evoluem com
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recidivas, que podem tornar-se insensiveis a terapia com radioiodo e, eventualmente,
colaborar para os registros de 6bitos pela doenga (22).

Uma série de sistemas de classificacdo baseados em caracteristicas clinicas,
patoldgicas e moleculares sdo utilizados para prever o progndstico e orientar as estratégias
de tratamento cirdrgico e clinico. Alguns marcadores moleculares, como o gene BRAF,
parecem muito promissores no entendimento da progressao tumoral (23).

Atualmente, esses marcadores ainda ndo sdo fortes o suficiente para prever a
necessidade de tratamento mais agressivo (19). Com isso, novos marcadores de diagndstico
sd0 necessdrios, em particular para as lesdes de padrio folicular, que na maior parte dos
casos se revelam como condi¢des benignas que poderiam ndo ser submetidas a cirurgia,
como a hiperplasia e o adenoma folicular (19). No entanto, novos marcadores de
prognodstico poderiam auxiliar no delineamento estratégico da cirurgia e no seguimento

destes pacientes.

1.3 Via de sinalizaciao PI3K/AKT e MAPK

Assim como em outros canceres, a iniciacao e a progressdao do CDT ocorre através
do acimulo gradual de vadrias alteracOes genéticas e epigenéticas, incluindo a presenga de
mutacOes somdticas, alteracdo na expressdo de genes, desregulacdo de microRNA e
aumento de metilacio de alguns genes. A maioria dos estudos refere-se a
mutacdes somdticas como as mais frequentes, muitas das quais ocorrem no inicio
do processo de transformacdo e sdo essenciais para o desenvolvimento do cancer (12). No
entanto, nas ultimas décadas vem aparecendo evidéncias do papel da via PI3K/AKT e da
MAPK ndo apenas na forma¢do mas também na progressao do CDT (24-28).

A ativacdo da via de sinalizacdio MAPK ¢ crucial para a formacéo inicial do tumor.
Os genes que compdem esta via codificam receptores de membrana celular tirosina kinase
(RET e NTRK1) e proteinas transdutoras de sinais (RAS e BRAF) (12).

No CPT sao encontradas mutagdes pontuais nos genes BRAF e RAS, bem como em
rearranjos genéticos de RET/PTC e TRK, sendo todos estes genes ativados pela via de
sinalizacdo mitogénica proteina kinase (MAPK). Estas mutagdes sdo identificadas em mais

de 70% dos CPT (29-32).
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A progressdo e a desdiferenciacio do CDT envolvem um nimero adicional de
mutacdes que afetam a via PI3K/AKT. Dentre os genes que compoem esta via, encontram-
se PI3KCA e AKTI (12).

Muitas das mutacdes que ocorrem no CDT envolvem os efetores das via MAPK e

da via PI3K/AKT como demonstrado na figura 3.

kinasea

Receptor
! tyrosing

MAPK @ PIZK_AKT
pathway

Figura 3. As principais vias de sinalizacdo que envolvem a carcinogénese tiroidiana (12)

1.4 Gene RAS

A familia RAS (HRAS, NRAS e KRAS) codifica uma familia de enzimas GTPases
que sao altamente preservadas entre as espécies. Desempenham um papel fundamental em
diversas funcdes celulares bdsicas, incluindo o controle da proliferacdo, diferenciacao e
apoptose (33-36).

A ativacdo fisioldgica e oncogénica do gene RAS estimula uma grande variedade de
vias de sinalizacdo subsequentes (downstream). A primeira via de sinalizacdo efetora
descrita € a via RAF-MEK-ERK (33-36). Esta via € essencial, pois é composta de um

elemento comum de sinalizacdo mitogénica envolvendo receptores tirosina quinase que
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determina uma grande variedade de respostas celulares (37). A segunda mais importante
via efetora de RAS ¢ a familia das enzimas fosfatidilinositol-3-kinases (PI3Ks), que também
desempenha um papel importante na mediacdo da sobrevivéncia e na proliferacdo celular
(38).

Os genes da familia RAS codificam proteinas G intracelulares que propagam sinais
dos receptores celulares tirosina kinase e G-acoplados para as vias de sinalizacio MAPK,
PI3K/AKT e para outras vias. Mutagdes pontuais no gene RAS sio comuns em tumores
humanos: a mutacdo no gene KRAS cbédons 12 e 13 é frequente em muitos canceres,
enquanto que as mutagdes no gene NRAS codon 61 e HRAS cédon 61 sdo mais
frequentemente encontrados em tumores tiroidianos. Mutacdes no gene RAS ocorrem em
todas as malignidades tiroidianas epiteliais, sendo identificadas em 40-50% dos CFT (39-
44), 20-40% dos adenomas foliculares (40, 43-46) e em 10-20% dos CPT (39, 46-50).

Desta maneira sao encontradas mutacdes no gene RAS tanto nos tumores benignos
quanto nos malignos da tiroide, sugerindo que tais mutagdes ocorram em estdgio inicial da
transformacdo oncogenética da célula folicular. Com isso, faz-se necessario novos estudos
em pacientes com CDT a fim de diferenciar os tipos histologicos e determinar marcadores

de diagnostico e de progndstico através da andlise destas mutacoes.

1.5 Gene BRAF

Mutagdes pontuais no protooncogene RAF tipo-B (BRAF) sdo identificadas em 40-
45% dos CPT e sdo as alteracdes moleculares mais comumentemente encontradas nesta
neoplasia (31, 51).

BRAF ¢ uma serina-treonina kinase pertencente a familia de proteinas kinase RAF
que inclui efetores intracelulares da via de sinalizacdo MAPK. Estas mutagdes em BRAF
geralmente envolvem o nucleotideo localizado na posicao 1799, e resultam na substitui¢ao
do aminodcido valina por uma glutamina no cédon 600 (V600E) (52-53). A presenca da
mutacdo V600E ndo somente inicia o processo tumorigénico nas células tiroidianas
foliculares normais, como também € responsavel por manter e promover a progressao da

neoplasia a tumores mais agressivos do CPT (54-55).
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Esta mutacdo estd sendo relacionada como promissora no prognéstico do CPT,
podendo ser investigada através de amostras resultantes do exame de PAAF pré-operatdria
(23).

Apesar da identificacdo da mutacdo de BRAF ter sido utilizada no diagndstico (56-
57) e também na predi¢@o de evolucdo dos pacientes com CDT, ja havendo ampla literatura
a respeito de sua utilidade clinica (58-60), ainda h4 necessidade de novos estudos que
comprovem sua eficdcia quanto a sua utilidade como marcador de diagndstico e de
progndstico ja que esta mutagdo estd associada com alteracdes morfoldgicas e funcionais
caracteristicas do fendtipo do CPT. Além disso, ainda ha controvérsias quanto a sua
significancia clinica como marcador de progndstico, pois diversos autores relataram que
esta mutacdo ndo estd relacionada com pior progndstico e com caracteristicas de

agressividade (61-63).

1.6 Gene AKT

AKT, também conhecido como proteina kinase B (PKB), é uma serina/treonina
kinase originalmente identificada como homoélogo humano do oncogene viral v-akt e possui
trés isoformas: AKT1 (PKBa), AKT2 (PKBB) e AKT3 (PKBy). AKT possui um papel
importante na via de sinalizacdo fosfotidilinositol-3-kinase (PI3K), regulando a
sobrevivéncia, proliferacdo e crescimento celular (38, 64-65).

As trés isoformas de AKT tem sido identificadas em células de mamiferos, e cada
uma € transcrita em genes separados. Todas estas isoformas possuem a mesma forma
estrutural, mas sdo distribuidas diferentemente nos tecidos. Em condi¢des fisioldgicas,
AKT1 e AKT2 parecem estar juntamente expressas, enquanto que AKT3 é expresso
preferencialmente no coragdo, figado, cérebro, testiculos, pulmio e musculo esquelético
(6).

AKT possui um dominio pleckstrina (PH- pleckstrin homology), um sitio de
ligacdo ATP e dois sitios de fosforilacdo. O dominio PH de AKT se liga aos compostos
produzidos por PI3KCA (PIP2 e PIP3), levando ao recrutamento de AKT na membrana
plasmatica (66-67). O primeiro sitio de fosforilagdo de AKT, o Treonina 308, € fosforilado

pela proteina PDK-1, enquanto que o segundo sitio da mesma isoforma, o Serina 473, pode
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ser fosforilado por outras kinases com a atividade de PDK-2, assim como a integrina kinase
acoplada, a kinase DNA-dependente, a proteina kinase C e o complexo TORC2, podem ser
autofosforilados, resultando em uma méxima ativag¢ao kinase (68-73). Desta maneira, AKT
fosforila uma variedade de genes downstream no citoplasma (74). Esta fosforilagdo tem
sido relacionada com um aumento na proliferacdo celular, motilidade, sintese protéica e
gluconeogénese assim como a inibi¢do a apoptose (75).

Em células tiroidianas normais todas as isoformas de AKT sdo expressas, mas
AKT1 possui maiores niveis de RNA mensageiro e proteina (27). Além disso, AKT1
parece ser a principal isoforma com elevada expressdo e ativagdo em cancer de tiroide
quando comparada com tecidos normais. Com isso, sugere-se que a ativacdo desta isoforma
esteja associada com invasdo tumoral e metdstase em carcinoma papiliferos e foliculares
(76-77).

O gene AKTI, localizado no braco longo do cromossomo 14 na posi¢do 32.32,
possui um papel de pré-motilidade em cancer de tiroide, c6lon e em células de melanoma in
vitro (77-78). Em cancer de tiroide, a ativacdo de AKT ocorre com maior frequéncia nos
CFT e pouco diferenciados do que nos CPT, porém foi encontrada em todos os subtipos
histolégicos (76, 79-84). Além disso, também tém sido demonstrado que niveis elevados de
AKT]1 fosforilado ocorrem em tumores tiroidianos primdrios agressivos que apresentam
invasao tumoral (77).

Ricarte-Filho e colaboradores (2009) demonstraram mutagdes no dominio PH de
AKT1 em tecidos tumorais tiroidianos metastaticos de pacientes que tiveram recorréncia e
que nao respondem as terapias utilizadas para CDT (85).

A mutacdo pontual mais comumente encontrada no gene AKT1 é a E17K, que estd
localizada no dominio homodlogo pleckstrina. Esta mutacdo foi identificada em diversos
canceres, como cancer de mama (8%), c6lon retal (6%) e ovéario (2%) (86).

Existem poucos trabalhos na literatura que demonstram evidéncias de que as
mutacdes da via PI3K/AKT possam ser eventos oncogénicos suficientes para ativar
particularmente esta via de sinalizagao (11, 87-89). Por outro lado, a literatura sugere que o
gene AKT] possui um papel importante na progressao do CDT (89), demonstrando assim a

necessidade de realizar novos estudos a fim de identificar as alteracOes genéticas que

31



ocorrem neste gene e sua possivel utilidade clinica como um marcador de diagndstico e de

prognostico.
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2 OBJETIVOS




2.1 Geral

Estudar genes que pertencem as vias MAPK e PI3K/AKT em pacientes com nddulo
tiroidiano para investigar sua utilidade clinica como possiveis marcadores de diagndstico e

progndstico.

2.2 Especifico

2.2.1 Verificar se a presenca de mutacdes dos genes BRAF V60OE, NRAS Q61R e HRAS

Q61K auxilia no diagndstico de malignidade em nddulos tiroidianos.

2.2.2 Verificar se a presenca de mutacdes dos genes BRAF V60OE, NRAS Q61R e HRAS

Q61K se associa com caracteristicas clinico-patoldgica dos pacientes com CDT.

2.2.3 Verificar se existem alteracOes genéticas no éxon 3 do gene AKT/ em pacientes com

CDT

2.2.4 Verificar se alteracOes genéticas no éxon 3 do gene AKT/ possuem relagdo com

caracteristica clinico-patolégica dos pacientes com CDT
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3 MATERIAIS E METODOS




Esta ¢ uma andlise retrospectiva de caso-controle de pacientes com nddulos
tiroidianos que foram atendidos no Hospital AC Camargo no periodo de 1991 a 2011. As
andlises abaixo descritas no item Metodologias foram todas realizadas no Laboratério de
Genética Molecular do Cancer (GEMOCA) da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e no Laboratério de Extragdo de

Macromoléculas no Hospital AC Camargo de Sdo Paulo.

3.1 Casuistica

Todos os pacientes que participaram deste estudo assinaram o Termo de
Consentimento Informado conforme as determinacdes dos Comités de Etica em Pesquisa
do Hospital AC Camargo e da FCM/UNICAMP que aprovaram esta linha desta pesquisa
(pareceres #09/09/10 - 1426/10 (anexo 1) e #27/01/10 — 961/2009 (anexo 2),

respectivamente).

3.1.1 Pacientes com Carcinoma Diferenciado da Tiroide

Foram incluidos neste estudo individuos que tiveram nddulo tiroidiano primério.
Estes pacientes seguiram um protocolo-padrao implantado no servi¢o que inclui uma ficha
na qual constam, além de dados de identificacdo, idade no diagndstico, sexo, etnia, dados
clinicos pré-cirirgicos, exposicdo a agentes ambientais, dieta, tabagismo, uso de
medicamentos e drogas, exames realizados (ultrassom, pesquisa de corpo inteiro com
iodo™!, bidpsia aspirativa), dados referentes a cirurgia e do exame anatomopatolégico
(medida do tumor, tipo histolégico, grau de diferenciacdo e presenca de linfonodos
metastdticos). Todos estes dados foram anotados em uma ficha (anexo 3) individual para
cada paciente a partir da revisao dos prontudrios médicos.

A populagdo estudada foi composta por 281 pacientes com nddulos tiroidianos,
sendo 233 mulheres e 48 homens, com média de idade de 46,84+14,41 anos. Destes
nddulos, 190 eram benignos, incluindo 121 bdcios e 69 adenomas foliculares; e 91 eram
tumores malignos, sendo 60 carcinomas papiliferos variante cldssica, 26 carcinomas

papiliferos variante folicular, 01 carcinoma papilifero variante células altas; 02 carcinomas
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foliculares e 02 carcinomas anaplasicos. Todos os casos foram selecionados apds o
resultado do exame anatomopatoldgico e confirmados por experientes patologistas (Profs
Drs Fernando Augusto Soares e José Vassallo- Hospital AC Camargo e FCM/UNICAMP).

Nenhum dos pacientes possuia histérico de exposicdo acidental ou médica a
radiacdo ionizante ou de doenga tiroidiana prévia e antecedentes de outras malignidades.
Todos os dados, incluindo o diagnéstico de outras doencas concomitantes, foram

confirmados nos prontudrios dos pacientes.

3.1.2 Seguimento

Os pacientes com cancer foram submetidos a um mesmo protocolo de rotina que
inclui tireoidiectomia total e exploragdo intra-cirdrgica de cadeias ganglionares sempre que
ha suspeita ultrassonogréifica ou clinica de acometimento linfonodal, de acordo com as
diretrizes da ATA e LATS (90-91). Os pacientes foram, em seguida a cirurgia, submetidos

. . . 131
a pesquisa de corpo inteiro com '’

I, e a dosagens periddicas de TSH sérico e de
tiroglobulina (Tg). O protocolo de seguimento incluiu Raio-X, ultrassonografia, tomografia
computadorizada e outros procedimentos para detectar metédstase a distincia, de acordo
com cada caso. O periodo de seguimento foi de 12 a 87 meses (38,06£19,9 meses).
Pacientes com altos valores de Tg (>2 ng/dL e/ou valores de Tg em elevagdo) e/ou
pesquisas de corpo inteiro suspeitas foram submetidos a uma busca através de exames de
imagens. Os pacientes foram definidos como recorrentes e/ou apresentando metastases a
distancia a partir da identificacdo de lesdes nos exames de imagem e/ou da persisténcia de
concentracdes séricas de Tg >2 ng/dL ou de valores ascendentes de Tg. Foram
considerados pacientes assintomaticos e livres de doenca aqueles que apresentavam Tg <2
ng/dL.

Utilizou-se como critério para estadiamento da doenca a classificagdo proposta por
Sobin & Wittekind (2002) (92), que baseia-se no cldssico método TNM, isto é, tamanho do
tumor (T), acometimento de linfonodos cervicais (IN) e metastases a distancia (M).

Em relacdo a evolugdo dos pacientes com CDT, foram classificados 47 (72,3%)

pacientes que evoluiram livres de metastase enquanto que 15 (23%) apresentaram

recidiva/metastase e 29 (4,7%) pacientes ndo puderam ser classificados. A maior parte
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deste dltimos pacientes ndo possuia tempo de seguimento suficiente para permitir tal

classificacdo e, por isso, foram eliminados de qualquer avaliacao refente a evolucao.

3.2 Metodologias

3.2.1 Extracao de DNA

O DNA foi extraido a partir de tecidos congelados em nitrogénio liquido de tumores
de tiroide retirados do Biobanco de Tumores do Hospital AC Camargo. As amostras foram
submetidas a andlise histolgica por um patologista experiente (Dr. Antonio Hugo José
Frées Marques Campos — Hospital AC Camargo) para avaliar o tecido de interesse.
Somente amostras com pelo menos 70% de células malignas foram incluidas no estudo e
seguiram para extracdo do DNA no Laboratério de Banco de Macromoléculas do Hospital
AC Camargo. Foram dissecadas manualmente amostras que continham tecido ndo
neoplésico, fibrose, tecido adiposo ou outros contaminantes. Resumidamente o processo de
purificacdo do DNA consiste em digerir o tecido em 600 pL de uma solugdo contendo
25mM EDTA pH 8; sodio 7.5ul dodecyl sulphate (SDS) 20%, NaCl 100 mM; 100mM Tris-
HCI e 300ug proteinase K e incubar a 55°C por 18h agitando num termomixer. O DNA
genOmico foi separado da fase orgénica por fenol/cloroférmio/dlcool isoamilico (25/24/1)
usando um tubo Phase Lock Gel - PLG (Eppendorf , Hamburg, Alemanha), precipitado em
etanol absoluto e eluido em Tris-EDTA (pH 8,0). A quantidade e a pureza DNA foram
avaliadas por meio Nanodrop ™ ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, USA) e a integridade
por eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com SYBR-Safe DNA gel stain (10.000X
concentrated in DMSO — Invitrogen Life Technologies, USA).

3.2.2 Anadlise dos genes NRAS, HRAS e BRAF
Para a verificacdo da presenca ou auséncia das mutacdes foi utilizada a técnica de
Tagman® SNP Genoptyping 7500 Real Time PCR Systems. Tal técnica tem como base a

estabilidade térmica do DNA de dupla fita como demonstra a figura 4. Em condi¢des de

alta estringéncia, essa estabilidade € suficiente para distinguir entre pares de sonda o DNA-
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alvo perfeitos e imperfeitos. A hibridizacdo s6 acontece se ocorrer pareamento perfeito
entre sonda e DNA-alvo. Assim, podem ser construidas sondas especificas para cada alelo.
O ensaio para genotipagem de TagMan® SNP Genotyping, constitui uma combinagdo da
hibridizacao e da atividade exonucledsica 5° da DNA-polimerase, acoplada a deteccdo de

fluorescéncia (93).
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® 6-FAM dye (MGB binder

Figura 4. Imagem adaptada de Livak e colaboradores (94) mostrando o esquema de
ligacdes entre o alvo e sequéncias de sonda pela técnica TagMan. (a): Ligacdo apenas da
sonda VIC indicando o gendtipo homozigoto. (b): Ligacdo da sonda FAM, indicando
também o gendtipo homozigoto. (¢): Ligacdo da sonda VIC e da sonda FAM indicando o

genotipo heterozigoto.
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As probes e os primers foram adquiridos pela TagMan® SNP Genotyping (Applied

Biosystems, CA, USA) e estdo demonstradas na tabela 1.

Tabela 1. Genes estudados com suas respectivas sondas

Identificaciao
Gene RS Concentraciao Sonda VIC/FAM
do ensaio
NRAS | C_44193858_10 | rs11554290 40x TCTTCT[C/T]IGTCCAGC
HRAS | C_64235441_10 | rs28933406 40x CCTCCT[G/T]GCCGGC
BRAF AHIRXNY - 40x CTACAG[T/AJGAAATC

Para a realizacdo da técnica, o DNA foi diluido a concentragdo de 10 ng/uL. O volume
utilizado na solucdo final foi de 5 pL, contendo 20 ng de DNA da amostra, 2,5 pL de
Tagman universal PCR Master Mix (concentracao final 1X), 0,125 pL do ensaio (sondas e
primers) para a concentracdo de 40x e 2,25 pL de 4gua milli-q. Em todas as reacgdes
utilizou-se um controle negativo e outro positivo.

Os seguintes ciclos foram utilizados na PCR: a fase inicial de desnaturacao foi de dez
minutos a 95°C, seguida por 50 ciclos de 92°C por 15 segundos, 60°C por 90 segundos. O
software utilizado para a analise foi “Sequence Detection Software”, versdo 1.3 (Applied
Biosystems, CA, USA).

Nas figuras 5, 6, 7 e 8, exemplificamos os resultados observados no Real Time para os

genes NRAS cédon 61, HRAS cédon 61 e BRAF V60OE.

40



System 5DS Softwara - [am, cao 16062011 (Abscluta Quantification)]
le View Tools Instrument Analysis  wWindow Help - X

| = SR EEHE - T

/[ Plate ¥ Gpectra ¥ Componsnt ¥ Amplitication Plot Y Standard Curve ¥ Dissociation ¥ Repor \,
alta Rn ws cle
3.20 i Data: |Delta An vs Cycla >
T Detactor: [a -
2.80 a3 Line Calor: [Detectar Color =
|
e e
, Analysis Settings
240 i = Aute Tt
i © Manual G
Thieshold: [(mined)
200
& i e
Cat e
180 Start (eyele): [Auta
&
£ End fevole]. [Suto
&
1.20 Filye
Help
0.80
0.40 .
,/
o L — | ] I | =
0.40
12 3 4 8 6 7 @ 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32T I3 4 3I5 39 37 20 39 40
Cfcla Nurber
1 2 1 1 5 & 7 L * 10 " 12 !
o] ] o] ] o] ] o] ] o] ] o] |
it ot it ot it ot it ot it ot it
i -t b -t b -t b -t b -t b
| | | | | | | | | |
Em |EE Em |EE Em |EE Em |EE Em |EE Em
1ol] |mm |mm |mm |mm |mm |mm |mm |mm |mm |mm
mE [U10] (U] [U10] (U] [U10] (U] [U10] (U1} ||| ]
Discornected [
< Iniciar. o

Figura 5. Resultado da técnica TagMan® SNP Genotyping. A curva em destaque indica

que o individuo apresenta o gendtipo homozigoto selvagem.
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Figura 6. Resultado da técnica TagMan® SNP Genotyping na qual a curva em destaque

indica que o individuo apresenta o genétipo homozigoto mutado.
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Figura 8. Resumo dos resultados da técnica TagMan® SNP Genotyping. Em azul estdao
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respresentadas as amostras que sao homozigotas para o alelo T; em verde, as amostras sao
heterozigotas; em vermelho, as amostras sao homozigotas para o alelo C; e em preto, as

amostras nao foram identificadas.
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3.2.3 Analise do gene AKT1

Ap6s a extracdo de DNA foi realizada a PCR para amplificar a regido de interesse
do éxon 3 do gene AKTI. O volume utilizado na PCR foi de 25 pl, contendo 50 ng de DNA
da amostra, 10 uM de cada primer (Tabela 2), 10X PCR Buffer, 25 mM de MgCl,, 10 mM
de dNTP e 1U Taq DNA polimerase. Foram utilizados os seguintes ciclos na PCR: a fase
inicial de desnaturagdo foi de cinco minutos a 94°C, a etapa de anelamento foi composta
por 35 ciclos de 94°C por 50 segundos, 54,4°C por 50 segundos e 72°C por um minuto. A
fase de extensdo final foi de 10 minutos a 72°C. O sistema utilizado foi MJ PTC-200 PCR

system.

Tabela 2. Primer utilizado para amplificacdo dos fragmentos do éxon 3 do gene AKT1

Primers Sequéncias
AKTI éxon 3 Sense 5" — AAGAAACAGCTCCCGTACCG -3’
Anti-sense 5" = CCAACCCCCCAAATCTGAAT -3’

O produto obtido na reacdao de PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose a
2%, corado com GelRed™ Nucleic Acid Stain (10.000x concentrated in DMSO — Biotum,
Hayward, CA, USA) e visualizados com iluminacdo ultravioleta. A figura a seguir mostra a
imagem do gel de agarose que foi documentada apds a corrida de eletroforese. A amostra

referente ao controle da PCR nao apresentou nenhuma banda.
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1 2 3 4 5 6 7 8
Figura 9. Resultado da PCR do éxon 3 do gene AKTI em gel de agarose corado com
GelRed™ Nucleic Acid Stain. 1: Ladder de 100pb; 2-7: banda de 320pb do éxon 3 de

AKT1 presente; 8: controle negativo.

No préximo passo, o DNA foi submetido ao sequenciamento automético utilizando
a metodologia SANGER.

Primeiramente, foi necessario fazer a purificagdo do produto de PCR para eliminar
eventuais residuos que pudessem interferir no resultado e na interpretacao. Para tanto foram
utilizados banhos de etanol seguido de centrifugacgdes.

Ap6s a etapa de purificacdo, o material foi submetido a reacdo de sequenciamento.
Para esta reacdo foram utilizados para cada amostra: 13,5 uL de dgua, 4 uL de tampao Save
Money 5x, 1 uL de primer, o0 mesmo utilizado na reacdo de PCR, 0,5uL de tampao BigDye
e 1 uL de DNA proveniente do produto da PCR ja purificada. Foram utilizados os seguintes
ciclos na reacdo de sequenciamento: a fase inicial de desnaturacdo foi de um minuto e 30
segundos a 96°C e a etapa de anelamento foi composta por 25 ciclos de 96°C por 12
segundos, 50°C por 6 segundos e 60°C por 4 minutos. O sistema utilizado foi Eppendorf
PCR BD-3700 system. Em seguida, as amostras foram ressuspendidas em 10 puL de
formamida e desnaturadas a 95°C, durante 5 minutos. Para evitar reanelamento do DNA, as
amostras foram incubadas em gelo durante 5 minutos.

Por fim, foi realizada a leitura das amostras utilizando o sequenciador ABI
PRISM® 3700 DNA Analyzer (Applied Biosystems - Foster, CA, USA). A interpretacio

dos dados foi realizada através da andlise dos cromatogramas gerados a partir do
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sequenciamento automadtico, sendo estes analisados no software denominado CLC DNA
Workbench® (Katrinebjerg, Dinamarca).

A sequéncia de referéncia do gene AKT! utilizada para alinhar com as amostras
sequenciadas foi retirada no banco de dados NCBI (National Center for Biotechnology
Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/), sendo denominada como NG_012188.
As alteracdes genéticas encontradas foram comparadas por meio de trabalhos descritos na

literatura a partir do banco de dados NCBI e Ensembl (http://www.ensembl.org).
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Figura 10. Exemplo de andlise de sequéncia génica usando software para interpretacdo do

sequenciamento do gene AKT1 éxon 3.

3.2.4 Anilise estatistica

Para a andlise estatistica foi utilizado o software SAS (Statistical Analyses System,
versdao 9.1.3, Cary, NC, USA, 2002-2003). Foram utilizados os testes de Qui-Quadrado ou
teste Exato de Fischer para verificar associagdes e/ou comparar propor¢des. Para a andlise
de sobrevida foi utilizado o teste de Kaplan-Meier. O odds ratio (OR) e o intervalo de
confianca de 95% “confidence interval — CI” foram usados para indicar o risco que um
determinado genétipo de um determinado nddulo possui em relagdo ao grupo controle. Para
identificar fatores de risco para as doencas foi utilizada a andlise de regressdo logistica

multipla. O nivel de significincia adotado para os testes estatisticos foi 5%.
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4 RESULTADOS




4.1 Analise descritiva dos pacientes

Nao houve diferenca estatistica entre o grupo maligno e o grupo benigno em relacdao
a sexo (78 mulheres e 13 homens versus 154 mulheres e 35 homens) e etnia (76 brancos e
05 ndo-brancos versus 156 brancos e 22 ndo-brancos) como mostra a tabela 3. O mesmo se
observa em relacio a média de idade entre os dois grupos (46,97+£14,84 versus

46,843+14,38 anos).

Tabela 3. Relacdo entre grupo benigno e maligno quanto a caracteristicas como sexo e

etnia.

Caracteristicas | Maligno (n) | Benigno (n) | Valor de p
Mulheres 78 154

0,4037
Homens 13 35
Branco 76 156

0,1872
Nao-branco 05 22
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4.2 Resultados para a mutacio Q61R do gene NRAS

4.2.1 Analise diagndstica

A tabela abaixo mostra a distribui¢do dos genétipos da mutacdo no cédon 61 do

gene NRAS no grupo benigno e maligno.

Tabela 4. Distribuicdo dos gendtipos da mutagdo Q61R do gene NRAS entre o grupo

benigno e maligno.

Benigno Maligno
AF Bécio CPC |CPVF |CPVCA | CF CA
N N N N N N N
(%) (%) (%) (%) (%) (%) | (%)
NRAS Q61R
Homozigoto selvagem 64 114 60 23 01 02 01
(TT) (92,7) (94,2) | (100,0) | (88,5) | (100,0) | (100,0) | (50,0)
Heterozigoto 05 07 0 03 0 0 01
(CT) (7,3) (5,8) 0,00 [ALS5) | (0,0) (0,0) |(50,0)

Através do teste de Fischer, observou-se que a presenga do gendtipo heterozigoto da

mutacdo Q61R de NRAS teve associacdo com o desenvolvimento do CPVF (p=0,025;
sensibilidade: 0,1154; especificidade: 1,000; Valor preditivo positivo (VPP): 1,000; Valor
proditivo negativo (VPN): 0,7229). Pois foi verificada nos 3 pacientes com CPVF (11,5%),

mas em nenhum dos pacientes com CPC. Nao conseguimos associar o genotipo de NRAS

com qualquer outra caracteristica clinica nem de agressividade na apresentacdo dos

pacientes com CDT (Tabela 5).
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Tabela 5. Resultados estatisticos das caracteristicas clinico-patoldgicas das amostras

genotipadas da mutacdo Q61R do gene NRAS

Caracteristicas clinico-patolégicas | Valor de P
Feminino
Q
5 Sexo Masculino 1,000
'g <45 anos
s Idade A5 an0s 0,08
Diagndéstico Mal¥gno 0,780
Benigno
CPC
Tipo Histologico 0,025
3 Presens
S | Multifocalidade tumoral 1,000
2 Ausente
% Tumor encapsulado Com Cflp sula 1,000
5 Sem capsula
< . ~
3 Invasdo tumoral Com 1vasao 0,133
o Sem invasao
f_,;) <2 cm
5 Tamanho do tumor 2-4 cm 0,129
] >4 cm
S I
Q
Estadio II 1,000
1/1v
Metastase ao diagndstico 1:3::2:: 0,298
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4.2.2 Analise prognostica

Em relacdo a anélise progndstica da presenca da mutagdo Q61R de NRAS observou-

se que ndo teve utilidade clinica (p=0,39797), como mostra o grafico 1.

Probability
o
(2]
]

NRAS
—«4@p— Sem alteracdo

Com alteracio

0 ' 20 ' 40 ' 60 ' 80
"Tempo livre doenga(m"

Grifico 1. Andlise de sobrevida a partir do teste de Kaplan-Meier para a presenca da

mutacdo Q61R de NRAS
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4.3 Resultados para a mutacio Q61K do gene HRAS

A mutacdo de HRAS no cédon 61 foi encontrada em heterozigose (GT) em apenas

um individuo que desenvolveu adenoma folicular,

sendo os pacientes restantes

homozigotos selvagens (GG). Ndo encontramos nenhuma amostra mutada em homozigose

(Tabela 6). Esta muta¢do ndo teve utilidade nem para diagndstico nem para o progndstico.

Tabela 6. Distribuicdo dos gendtipos da mutacdo Q61K do gene HRAS entre o grupo

benigno e maligno

Benigno Maligno

AF Bécio CPC | CPVF |CPVCA | CF CA

N N N N N N N
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

HRAS Q61K
Homozigoto 68 120 61 26 01 02 02
selvagem (GG) (98,5) | (100,0) | (100,0) | (100,0) | (100,0) | (100,0) | (100,0)

Heterozigoto 01 0 0 0 0 0 0

(GT) (1,5) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
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4.4 Resultados para a mutaciao V600OE do gene BRAF

4.4.1 Analise diagndstica

A tabela abaixo mostra a distribui¢do dos genétipos da mutacio no cédon V60OE do
gene BRAF no grupo benigno e maligno. Observamos entre o grupo benigno apenas o
gendtipo homozigoto selvagem (TT) em 189 pacientes (100%), ndo sendo encontrado
nenhum caso com o gendtipo heterozigoto (AT) ou homozigoto mutado (AA) como mostra

atabela 7.

Tabela 7. Distribuicdo dos genétipos da mutacdo V60OE do gene BRAF entre o grupo

benigno e maligno

Benigno Maligno
AF Bécio CPC | CPVF|CPVCA | CF CA
N N N N N N N
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
BRAF V600E
Homozigoto 69 120 22 14 01 02 02
selvagem (TT) (100,0) | (100,0) | (36,1) | (53,8) | (100,0) | (100,0) | (100,0)
Heterozigoto 0 0 39 12 0 0 0
(AT) (0,0) (0,0) (63,9) | 46,2) | (0,0) (0,0 (0,0)

Observamos que o gendtipo heterozigoto (AT) era mais frequente em pacientes com
tumores malignos do que em benignos (p<0,001) (Tabela 7). Assim, a presenga deste
genétipo foi capaz de identificar malignidade em nédulos com sensibilidade: 0,5714;
especificidade: 1,000; VPP: 1,000; VPN: 0,8289. Uma andlise de regressdo logistica
confirma que a heranca deste gendtipo estd significantemente associado ao
desenvolvimento do carcinoma papilifero da tiroide (p<0,001; OR: 309,7; IC 95%: 18,26-
5251,54). Nao encontramos nenhuma relacdo desta mutagdo com mais nenhuma das

caracteristicas clinicas ou patoldgicas dos pacientes, como mostra a tabela 8.
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Tabela 8. Caracteristicas clinico-patolégicas das amostras genotipadas em relacdo a

mutagcdo V60OE do gene BRAF

Caracteristicas clinico-patolégicas | Valor de P
Femini
o Sexo clmmno 1,000
g Masculino
'g <45 anos
a Idade A5 2005 0,642
Diagndstico Mal}gno <0,001
Benigno
CpPC
Tipo Histologico CPVE 0,102
3 . . Presente
S | Multifocalidade tumoral 0,528
= Ausente
87 apsul
) Tumor encapsulado Com C?p S 0,649
£ Sem capsula
a1 . ~
3 Invasdo tumoral Com HIVasdo 0,145
o Sem invasdo
f:,; <2 cm
E Tamanho do tumor 2-4 cm 0,061
3 >4 cm
G I
Q
Estadio II 0,622
M/1IvV
P t
Metastase ao diagndstico ;S::Etz 0,763
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4.4.2 Analise prognostica

Quanto a andlise progndstica, ndo encontramos relacdo da presenca da mutacdo do
gene BRAF VO600E com o comportamento evolutivo dos pacientes (p=0,52001) como

mostra o gréfico 2.

1.0
0.8
£
=
£0-67 o
e u
% 0.4
02 ] BRAF
o —@—Sem alteragédo
———Com alteragao
0.0
0 ' 20 ' 40 ' 60 ' 80

"Tempo livre doenga(m"

Grafico 2. Andlise de sobrevida a partir do teste de Kaplan-Meier para a presenca da

mutacdo V60OE de BRAF

4.5 Resultados para o gene AKT1 éxon 3

O seqiienciamento automédtico mostrou a presenca de alteracdes no éxon 3 do gene
AKTI em 114 (41,76%) pacientes e a auséncia de alteracOes em 159 (58,24%) pacientes.
Foram observadas quatro tipos de alteracdes nesta regido, sendo 3 na regido intronica e uma
na regido exoOnica. As alteracdes encontradas foram rs2494738, rs3730368, IVS318C>T
(rs3730358), sendo as duas primeiras no intron 3 e a dltima no intron 4 e; a alteracdo L52R
encontra-se no éxon 3.

Todas estas alteragdes sdao mutacOes pontuais, sendo a alteragdo rs2494738 uma
substitui¢do da base nitrogenada guanina por uma adenina na posic¢ao intronica 20396 da

sequéncia gendmica e as alteragdes rs3730368 e rs3730358 trocam uma base pirimidina (C)
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por outra pirimidina (T) na posi¢ao 20453 e 20675 respectivamente, portanto sao mutagdes
de transi¢do de bases.

Por fim, a alteracdo ex6nica L52R ocorre a troca de um aminoécido Leucina por
uma Arginina no cédon 52, ou seja, trocando um aminoécido nao-polar por um de carga

positiva.

4.5.1 Resultados para a alteracao AKT1 rs2494738

4.5.1.1 Analise diagnéstica

A tabela abaixo mostra a distribuicdo dos gendtipos da alteracdo intronica

152494738 do gene AKT1 no grupo benigno e maligno.

Tabela 9. Distribuicdo dos gendtipos obtidos para a alteragdo rs2494738 do gene AKTI

entre o grupo benigno e maligno

Benigno Maligno
AF Bécio CPC | CPVF |CPVCA| CF CA
N N N N N N N
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
AKTI (rs2494738)
Homozigoto 44 64 49 19 01 01 01
selvagem (GG) (88,0) | (88,9) (90,8) | (79,2) | (100,0) | (100,0) | (100,0)
Heterozigoto 05 07 05 05 0 0 0
(AG) (10,0) 9,8) 9,2) |(20,8)| (0,0 (0,0) (0,0)
Homozigoto mutado 01 01 0 0 0 0 0
(AA) (2,0) (1,3) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)

Analisando as caracteristicas de agressividade no grupo maligno, observou-se que o

genoétipo heterozigoto (AG) da alteracdo rs2494738 do gene AKTI se associou com

auséncia de invasdo tumoral em pacientes com CDT (p=0,004), de modo que este gendtipo
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identificou esta caracteristica com sensibilidade: 0,2222; especificidade: 1,000; VPP: 1,000;
VPN: 0,4853. Nao houve correlacdo com outras caracteristicas clinicas ou tumorais como

mostra a tabela 10.

Tabela 10. Caracteristicas clinico-patolégicas das amostras genotipadas em relacdo a

alteracdo na regido intronica (rs2494738) do gene AKT1

Caracteristicas clinico-patolégicas | Valor de P
Fernini
2 Sexo L 0,776
g Masculino
g <45 anos
A Idade A5 an0s 1,000
Diagnéstico Maligno 0,565
Benigno
CPC
Tipo Histologico CPVE 0,270
3 . . Presente
S | Multifocalidade tumoral 0,470
= Ausente
37 apsul
5 Tumor encapsulado Com C?psu d 0,219
£ Sem capsula
[a] . ~
3 Invasdo tumoral Com HIVasdo 0,004
o Sem invasao
f:,; <2 cm
B Tamanho do tumor 2-4 cm 0,397
2 >4 cm
G I
@)
Estadio II 0,863
M/1v
P t
Metéstase ao diagndstico ;S::Et: 1,000

4.5.1.2 Analise prognéstica
Na andlise da sobrevida dos pacientes, a presenca da alteracdo rs2494738

encontrada no éxon 3 do gene AKT/ ndao mostrou utilidade clinica (p=0,09571) como

mostra o grafico 3.
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Grafico 3. Andlise de sobrevida a partir do teste de Kaplan-Meier para a presenca da

alteracdo rs2494738 encontrada no éxon 3 do gene AKT1
4.5.2 Resultados para a alteracao AKT1I rs3730368

4.5.2.1 Analise diagnostica

A tabela abaixo mostra a distribuicdo dos gendtipos da alteracdo intronica

rs3730368 do gene AKT1 no grupo benigno e maligno.
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Tabela 11. Distribui¢cdo dos gendtipos das amostras genotipadas em relacdo a alteracdo

rs3730368 do gene AKT1 entre o grupo benigno e maligno

Benigno Maligno
AF Bécio CPC | CPVF |CPVCA | CF CA
N N N N N N N
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
AKTI (rs3730368)
Homozigoto 67 108 61 26 01 01 01
selvagem (CC) (98,5) | (93,9) | (100,0) | (100,0) | (100,0) | (100,0) | (100,0)
Heterozigoto 01 05 0 0 0 0 0
(CT) (1,5) 4,3) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
Homozigoto mutado 0 02 0 0 0 0 0
(TT) 0,0 | (1.8 0,00 | (0,0 0,00 | 0,00 | 00

Na andlise de regressdao logistica foi demonstrado que a heranca do gendtipo

heterozigoto ou o mutado é um fator de prote¢do no desenvolvimento de tumores malignos

(p=0,046; OR: 0,12; IC95%: 0,01-0,99). Além disso, observamos através do teste exato de

Fischer que a presenca do gendtipo selvagem (CC) desta alteracdo se associou com o

desenvolvimento do ndédulo benigno menores de 2cm (p=0,033; Sensibilidade: 1,000;

Especificidade: 0,08889; VPP: 0,5859; VPN: 1,000).

Nao foi encontrado mais nenhuma significancia estatistica com as caracteristicas

clinicas analisadas como mostra a tabela 12.
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Tabela 12. Caracteristicas clinico-patolégicas das amostras genotipadas em relacdo a

alteracdo na regido intronica (rs3730368) do gene AKT1

Caracteristicas clinico-patolégicas | Valor de P

o Sexo Feminino 1,000
s Masculino
'g <45 anos
- Idade >45 anos 1,000
) ) Mali
Diagndstico 80 0,046
Benigno
CpPC
Tipo Histologico CPVE NS
3 . . Presente
S | Multifocalidade tumoral NS
= Ausente
7 apsul
) Tumor encapsulado Com C?p Sud NS
£ Sem capsula
a1 . ~
3 Invasdo tumoral Com HIVasdo NS
o Sem invasdo
Q
=] <2
Z = 0,033
3 Tamanho do tumor 2-4 cm
3 >4 cm
G I
Q
Estadio II NS
M/1IvV
P t
Metastase ao diagndstico ;S::Etz NS

4.5.3 Resultados para a alteracao AKT1 rs3730358

4.5.3.1 Anadlise diagnoéstica

A tabela abaixo mostra a distribuicdo dos genétipos da alteracdo intronica

IVS318C>T (rs3730358) do gene AKT1 no grupo benigno e maligno.
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Tabela 13. Distribui¢cdo dos gendtipos das amostras genotipadas em relacdo a alteracdo

rs3730358 do gene AKT1 entre o grupo benigno e maligno

Benigno Maligno
AF Bécio CPC | CPVF|CPVCA | CF CA
N N N N N N N
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
AKTI (rs3730358)
Homozigoto 49 94 53 19 01 01 01
selvagem (CC) (73,0) | (82,7) (86,9) | (73,1) | (100,0) | (100,0) | (100,0)
Heterozigoto 12 15 06 05 0 0 0
(CT) (17,6) | (13,0) 9,8) |(192)| (0,0 (0,0) (0,0)
Homozigoto mutado 07 06 02 02 0 0 0
(TT) 9.4) (4,3) 33 | @D | ©0) | 00 | (00

Analisando a presenca desta alteracdo em comparagdo com caracteristicas de
agressividade ao diagndstico observamos no grupo maligno, uma associa¢do dos individuos
que possuiam o gendtipo heterozigoto (CT) com o desenvolvimento de tumores menores de
2cm  (p=0,032; Sensibilidade: 0,1034; Especificidade: 0,5000; VPP: 0,6667; VPN:
0,05455), como mostra a tabela 14.
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Tabela 14. Distribui¢cdo dos gendtipos das amostras genotipadas em relacdo a alteracdo

rs3730358 do gene AKT1

Caracteristicas clinico-patolégicas | Valor de P
Femini
2 Sexo cmo 0,062
g Masculino
'g <45 anos
A Idade 45 anos 0,861
) ) Mali
Diagnéstico a }gno 0,581
Benigno
. o CpPC
Tipo Histologico CPVE 0,269
3 . . Presente
S | Multifocalidade tumoral 1,000
= Ausente
7 apsul
5 Tumor encapsulado Com C?p sua 0,094
£ Sem capsula
a1 . ~
3 Invasdo tumoral Com ! IlvanI o 0,124
o Sem invasdo
- <2 cm 0,032
E Tamanho do tumor 2-4 cm
2 >4 cm
G I
@)
Estadio II 0,440
M/1IvV
P t
Metastase ao diagndstico OCTE 1,000
Ausente

4.5.3.2 Analise prognéstica

Na andlise prognéstica através da cuva de Kaplan-Meier observou-se que esta

alteracdo nao teve utilidade clinica (p=0,64404) como mostra o grafico 4.
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Grafico 4. Andlise de sobrevida a partir do teste de Kaplan-Meier para a presenca da

alteracdo rs3730358 encontrada no éxon 3 do gene AKT1
4.5.4 Resultados para a alteracao AKTI L52R

4.5.4.1 Andlise diagnoéstica

A tabela abaixo mostra a distribuicdo dos genotipos da alteragdo exdnica (L52R) do

gene AKT1 no grupo benigno e maligno.
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Tabela 15. Distribui¢cdo dos gendtipos das amostras genotipadas em relacdo a alteracdo

L52R do gene AKT1 entre o grupo benigno e maligno

Benigno Maligno
AF Bécio CPC | CPVF|CPVCA | CF CA
N N N N N N N
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
AKTI (L52R)
Homozigoto 46 84 53 25 01 01 01
selvagem (TT) (67,6) | (82,7) (86,9) | (96,1) | (100,0) | (100,0) | (100,0)
Heterozigoto 22 27 07 01 0 0 0
(TG) (32,4) | (13,0) (11,5) | (3,9 (0,0) (0,0) (0,0)
Homozigoto mutado 0 04 01 0 0 0 0
(GG) (0,0) 4,3) (1,6) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)

Quando comparamos a presenca desta alteragcdo com as caracteristicas clinicas
investigadas observamos que os individuos que apresentaram o genotipo heterozigoto (TG)
apresentavam nédulos malignos (p=0,004; sensibilidade: 0,0909; especificidade: 0,7263;
VPP: 0,1404; VPN: 0,6190) e tumores encapsulados (p=0,0387; sensibilidade: 0,2353;
especificidade: 0,9500; VPP: 0,5714; VPN: 0,8143) como mostra a tabela 16. Além disso,
observamos que os individuos que possuiam o gendtipo heterozigoto se relacionaram com o
desenvolvimento do ndédulo benigno menores de 2cm (p=0,029; Sensibilidade: 0,2632;
Especificidade: 1,000; VPP: 1,000; VPN: 0,2632) e de 2-4cm (p=0,012; Sensibilidade:
0,3125; Especificidade: 1,000; VPP: 1,000; VPN: 0,3333) (Tabela 23). J4 na andlise de
regressao logistica foi demonstrado que individuos com genétipo selvagem possuiam maior
risco de desenvolver tumores malignos (p<0,001; OR: 3,62; IC95%: 1,70-7,74). Entretanto,
o gendtipo da alteracdo L52R do gene AKTI nao se relacionou com as demais

caracteristicas investigadas.
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Tabela 16. Caracteristicas clinico-patolégicas das amostras genotipadas em relacdo a

alteracdo na regido exonica (L52R) do gene AKT1

Caracteristicas clinico-patolégicas | Valor de P
Fernini
o Sexo clmmno 0,692
g Masculino
'g <45 anos
- Idade >45 anos 0,456
. ) Mali
Diagnéstico 7o 0,0004
Benigno
CPC
Tipo Histologico CPVE 0,603
3 . . Presente
S | Multifocalidade tumoral 1,000
= Ausente
87 apsul
3 Tumor encapsulado Com C?p sua 0,038
£ Sem capsula
a1 . ~
3 Invasdo tumoral Com ! IlV.’:lel o 0,821
o Sem invasdo
- <2 cm 0,029
E Tamanho do tumor 2-4 cm 0,012
3 >4 cm
5 I
Q
Estadio II 0,666
/v
P t
Metastase ao diagndstico ;S::Etz 0,774

4.4.4.2 Analise prognéstica

Na andlise de sobrevida, a presenca da alteracdo L52R ndo demonstrou utilidade

clinica (p=0,17709) como mostra o grafico 5 .
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Grifico 5. Andlise de sobrevida a partir do teste de Kaplan-Meier para a presenca da

alteracdo L52R encontrada no éxon 3 do gene AKT1
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S RESUMO DOS ACHADOS




Portanto, observamos quatro alteracdes genéticas encontradas na via PI3K/AKT
através do gene AKTI, sendo trés na regido intronica e uma exonica, as quais demonstraram
associacoes com algumas caracteristicas clinica patolégicas relacionados ao
desenvolvimento do CDT, demonstrando o valor destas alteracdes como um possivel
marcador de diagndstico.

Dentre as alteragdes intronicas observamos que:

- O gendtipo heterozigoto da alteracdo rs2494738 se relacionou com a auséncia de
insavao tumoral;

- O gendtipo heterozigoto da alteragdo rs3730368 se relacionou como fator protetor
no desenvolvimento de tumores malignos e o genétipo selvagem com o desenvolvimento
de tumores benignos menores de 2cm.

- O gendtipo heterozigoto da alteracdo 1s3730358 se associou com O
desenvolvimento de tumores malignos menores de 2cm.

Ja a alteracdo exdnica L52R se relacionou com o desenvolvimento de tumores
malignos e encapsulados e, entre o grupo benigno se associou com o desenvolvimento de
tumores menores de 2cm e tumores de 2-4cm.

Em relagdo as mutagdes investigadas na via MAPK, demonstramos que a presenga
da mutacdo Q61R de NRAS se associou com o desenvolvimento do CPVF, sugerindo que
esta mutagcdo possa ser um possivel marcador de diagnéstico. No entanto, a mutagdo Q61K
de HRAS nio teve utilidade clinica. A mutacdo V600OE de BRAF esteve presente apenas em
individuos que desenvolveram CPT, confirmando que a presenca desta mutacdo € um bom
marcador de diagnédstico para CPT.

Porém, nenhuma alteracdo investigada neste estudo demonstrou ter utilidade
prognostica. Isto se deve talvez pelo baixo tempo de seguimento destes pacientes

analisados.



6 DISCUSSAO




A carcinogénese tiroidiana € complexa e diversos fatores etioldégicos como, a
deficiéncia de iodo, a predisposi¢cdo genética, a irradiacdo ionizante e a exposicdo a agentes
quimicos carcinogénicos estdo envolvidos no desenvolvimento do céancer de tiroide (95-
98). Estes fatores podem eventualmente levar a tumorigénese através de alteracOes
moleculares em diversas vias de sinalizagao (99-100). Como a presenca de alteragdes
genéticas sdo comumente encontradas nas vias de sinalizacdo PI3K/AKT e MAPK, estas
duas vias tem se tornado um importante alvo para o desenvolvimento de novas estratégias
de tratamento para diferentes tipos de cancer (101-103). Assim, o enfoque deste trabalho
foi investigar as alteracdes em alguns dos genes pertencentes a via MAPK e PI3K/AKT,
mais especificamente, nos genes BRAF V60OE, NRAS Q61R e HRAS Q61K e no éxon 3 do
gene AKTI em pacientes com neoplasia tiroidiana a fim de estabelecer sua possivel
utilidade como marcadores de diagndstico e progndstico.

Nossos resultados demonstraram que existem alteracdes no éxon 3 do gene AKTI
em cancer de tiroide, sendo estas presentes tanto na regido intronica (rs2494738, rs3730368
e 3730358) quanto na regido exonica (L52R). Estas alteragcdes ainda ndao foram descritas em
cancer de tiroide, embora algumas delas tenham sido encontradas em outras doengas
humanas, como por exemplo em cancer de pulmao, de esdfago e na esquizofrenia (104-
106).

Polimorfismos com troca de uma tnica base (SNP- single nucleotide polymorphism)
sdo as formas mais comumente encontradas nas variagdes genéticas humanas. Diversos
estudos tem demonstrado que alguns destes SNPs afetam tanto a expressio quanto a
atividade das enzimas, por isso estdo associados com risco de desenvolvimento de cancer
(107-109). Recentemente, SNPs e haplétipos do gene AKTI foram relacionados com os
niveis de expressdo da proteina AKT1 nos tecidos e com a sua capacidade apoptética,
sugerindo que estes SNPs possam ter importancia terapéutica (106, 110).

Existem diversos polimorfismos no gene AK7 (111-113). Dentre os polimorfismos
conhecidos, cinco SNPs tem sido relacionados mais frequentemente a doencas humanas
(rs3803300A>G, rs1130214G>T, rs3730358C>T, rs1130233A>G e rs2494732C>T) (106,
110-115), tendo um deles (rs3730358) sido igualmente encontrado em nossos resultados.
Demonstramos que a presenga do genétipo heterozigoto (CT) desta alteragdo possui

associacdo com caracteristicas de agressividade, a qual relaciona-se com o
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desenvolvimento de tumores malignos menores de 2cm. Este resultado concorda com os de
Emamian e colaboradores (2004), os quais observaram que os hapldtipos deste
polimorfismo se associavam com os niveis baixos de expressdo da proteina AKT1 em
linfécitos e no tecido cerebral de pacientes com esquizofrenia (106). Um outro estudo em
caucasianos, demonstrou que o haplétipo T (alterado) do polimorfismo rs3730358 diminuia
o nivel de expressdo de proteina AKT1, enquanto que o haplétipo C (selvagem) tinha uma
resposta apoptética diminuida (110). Desta maneira, podemos sugerir que a presenca desta
alteracdo esteja relacionado com o desenvolvimento inicial do tumor.

Nossos resultados também demonstraram que o genétipo heterozigoto da alteragcdo
1s2494738 teve associacdo com a auséncia de invasdo tumoral, sendo observado também
por Dillon & Muller (2010) que demonstraram que em alguns sistemas celulares AKT1
inibe a migracdo e invasdo tumoral, como por exemplo nas células epiteliais de mama
(116). Porém, outros dados da literatura descrevem niveis elevados de AKT1 fosforilado
em tumores tiroidianos agressivos primarios que tiveram invasao tumoral (117).

Em relacdo a alteracdo rs3730368 demonstramos que o gendtipo heterozigoto se
relacionou como fator protetor no desenvolvimento de tumores malignos € o genétipo
selvagem com o desenvolvimento de tumores benignos menores de 2cm. Com isso, sugere-
se que esta alteracdo possa ser um possivel marcador de diagndstico para tumores benignos,
porém na literatura hd poucos trabalhos que descrevem esta alteracdo associada a canceres.
Em um trabalho, Bleeker e colaboradores (2009) descreveu a presenca desta alteracdo em
pacientes com glioblastoma, mas neste estudo o grupo ndo investigou a correlcio com
caracteristicas clinicas da doenca (118).

Ja a alteracdo exodnica L52R se relacionou com o desenvolvimento de tumores
malignos e encapsulados. Estes dados concordam com trabalhos descritos na litaratura que
observaram maior expressdo e ativacdo de AKT1 em amostras malignas do que em
benignas (80, 119-120). No entanto, entre o grupo benigno observamos que a presenca
desta alteracdo se associou com o desenvolvimento de tumores menores de 2cm e de 2-
4cm, sugerindo que esta alteracdo esteja relacionada com eventos iniciais no
desenvolvimento tumoral.

Em relacdo as mutacgdes investigadas na via MAPK, comprovamos a literatura ao

nido encontrarmos uma frequéncia alta da mutacdo Q61K de HRAS, resultado também
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encontrado por Vasko e colaboradores (2003) que demonstraram a presenc¢a desta mutacdo
em apenas 1,4% dos tumores foliculares malignos (121). O tnico individuo que possuia
esta mutacdo no nosso estudo desenvolveu adenoma folicular, sendo um resultado
semelhante encontrado por um grupo japonés (122). Porém, ndo conseguimos demonstrar
nenhuma utilidade clinica desta mutagao.

Um grupo francés analisou a mutacdo Q61R de NRAS e encontraram que a presenga
desta mutagdo era frequentemente encontradas em tumores foliculares (19%) do que em
carcinomas papiliferos (5%), e nos tumores foliculares eram mais freqiientes nos
carcinomas (24%) do que nos adenomas (14%) (121). Em outro estudo realizado por um
grupo japonés que também invetigou as mutacdes no gene RAS observou que esta alteracdo
estd presente tanto nos adenomas (30%) quanto nos carcinomas foliculares (57%), sendo a
mutacdo Q61R de NRAS significantemente mais frequente nos carcinomas do que nos
adenomas (122). Demonstramos que a presenc¢a do genoétipo heterozigoto da mutagdo Q61R
de NRAS esteve presente em pacientes que desenvolveram o CPVF. Nosso resultado
concorda com os encontrados por Rivera e colaboradores (2010) que encontraram mutacoes
no gene RAS em 36% dos CPVF encapsulados (123). Embora s6 pudessemos estudar 3
casos desta variante, estes dados podem ser muito interessantes, de modo que estamos
aumentando a casuistica para comprovar uma possivel associacdo entre esta mutacdo e o
subtipo histolégico em questao.

Em nosso trabalho ndo conseguimos associar a presenca da mutagdo de NRAS com
mais nenhuma caracteristica clinico-patolégica no desenvolvimento do CDT e com a
evolucdo clinica dos pacientes. No entanto, Fukahori e colaboradores demonstraram que
individuos com possuiam carcinoma folicular e a mutagdao no cédon 61 do gene NRAS
possuem uma associacdo com a ocorréncia de metdstases a distincia e, na andlise
progndstica observaram uma associacdo com menor tempo de sobrevida (122). O mesmo
foi observado em outro estudo que sugeriu que a mutacdo de RAS pode ser um marcador de
agressividade e podem ter pior evolu¢do em pacientes com cancer de tiroide, porém este
trabalho utilizou tanto CDT como carcinoma indiferenciado da tiroide (124).

Ja a mutacdo VO0OE do gene BRAF se associou apenas com o desenvolvimento do
CPT, demonstrando ser um bom marcador de diagndstico de malignidade. Nao

encontramos esta mutacdo em nenhuma amostra benigna ou em qualquer outro subtipo
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histolégico do grupo maligno. A literatura claramente demonstra que esta mutacio estd
frequentemente presente, e € restrita as células do CPT (31, 51, 125-126).

Diversos mecanismos estdo envolvidos no fenétipo de agressividade do CPT que é
promovido pela mutacio V60OE do gene BRAF (127). Esta mutagdo estd localizada no
éxon 15 do gene BRAF, a qual resulta em uma ativa¢do da atividade kinase e promove a
tumorigénese através da via MAPK (128). A formacdo inicial do tumor pela mutacdo
oncogénica BRAFV600E torna as células tiroidianas susceptiveis a transformacdo de
fatores de crescimento beta-induzidos pela transi¢ao epitélio-mesénquima, através de um
processo dependente da via MAPK. Esta mutacdo pode também promover um aumento na
producdo de moléculas que promovem o cancer, tais como proteinas da matriz extracelular,
trombospondina 1 (129) e fatores de crescimento derivado de plaquetas (130). Este
aumento no numero destas moléculas podem estar envolvidas na mutacio BRAFV600E
mediando a progressdo e a agressividade do CPT (131).

No entanto, contrariando grande parte da literatura (55, 60, 132-135), ndo pudemos
demonstrar nenhuma associacao entre a presenca desta mutagdo e caracteristicas clinicas ou
tumorais que pudessem sugerir maior agressividade, como invasdo extratiroidiana,
metdstase linfonadais e estadios de TNM avancados (51, 55); nem com o comportamento
evolutivo destes pacientes, talvez pelo tempo de seguimento relativamente curto de nossos
pacientes.

Em uma metanalise, apresentada por Kim e colaboradores em 2012, demonstraram
através de 27 trabalhos publicados na literatura de diversas partes do mundo que avaliaram
5655 pacientes com CPT e apresentavam a mutacdo V60OE do gene BRAF, que realmente
ha relagdo com maior risco de terem caracteristicas clinico-patoldgicas piores ao CPT e
pior evolugdo clinica (131), porém ndo conseguimos demonstrar o mesmo resultado.

Outros autores falharam em demonstrar associacdo com agressividade e prognostico
(60, 136) como por exemplo, Xing e colaboradores em 2005 que demonstraram uma
correlagdo entre a presenca da mutagdo V60OE de BRAF com estadio avancado, recorréncia
e morte pelo tumor depois de um tempo de seguimento longo (132). Em um trabalho
recente de um grupo italiano, foi demonstrado uma correlagdo da presenca da mutacao com

a idade de diagndstico e tamanho do tumor em um periodo de observagdo de 15 anos, a
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qual foi observada um aumento na identificacdo desta mutacdo em pacientes com mais
idade e que desenvolveram tumores menores de 2cm (137).

Esta mutacdo no gene BRAF ¢é muito frequente em microcarcinomas (135), cuja
evolucdo clinica € incerta (21), sugerindo que ela se apresente em fases iniciais, implicando
na ativacdo da via MAPK, mas que ndo determine obrigatoriamente uma evolucio

agressiva do tumor (138).
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7 CONCLUSAO




Portanto, podemos concluir que as vias de sinalizagio MAPK e PI3K/AKT
desempenha funcdes importantes na carcinogénese tiroidiana. Pois, demonstramos que
existem alteracOes genéticas relevantes que possam influenciar tanto no desenvolvimento
do CPT quanto nos ndédulos benignos quando associadas a caracteristicas clinico-
patoldgicas dos pacientes com CDT, sugerindo que estas alteracdes possam servir como um
possivel marcador de diagndstico para o CDT. Porém, hd a necessidade de novos estudos,

sendo estes funcionais que provem todos estes resultados.
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9 ANEXOS




Anexo 1

Hospital

Comité de Etica em
A.C.Camargo Pesquisa - CEP

Centro de Tratamento, Ensino e Pesquisa em Cancer

Sao Paulo, 09 de Setembro de 2010.

Ao
Dr. Fernando Augusto Soares

Ref.: Projeto de Pesquisa n°. 1426/10
“Identificaciio de possiveis mutagdes do gene PI3KCA e AKT3 em pacientes com cincer
de tirdide”.

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagao
Antonio Prudente - Hospital do Céncer - A.C. Camargo/SP, em sua iltima reunido de
31/08/2010, apos analisarem as respostas aos questionamentos realizados em reunido de
10/08/2010, aprovaram a realizagdo do projeto em referéncia e tomaram conhecimento dos
seguintes documentos:

Folha de Rosto para Pesquisa Envolvendo Seres Humanos;

Termo de Compromisso do Pesquisador com as Resolugdes do Conselho
Nacional de Sauide;

Orcamento Financeiro Detalhado;

Certificado de Recebimento da proposta de fomento pela FAPESP;

Documento de concessio de Fomento pela FAPESP;

Termo de Dispensa do Consentimento Livre e Esclarecido;

Lista de centros participantes da pesquisa;

Declaragédo de Ciéncia e Comprometimento do Biobanco;

Declaragido de Ciéncia e Comprometimento do Departamento de Anatomia
Patologica.

NN N:Y VNN N

Informacgoes a respeito do andamento do referido projeto deveriio ser encaminhadas
assistente do CEP dentro de 12 meses.

Atenciosamente,

o
- e : > __g_ T e g |
“" Dr. Alexandre 84 de Andrade
2° Vice-Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa

1/1

Fundacgéo Antonio Prudente - CNPJ/MF N. 60.961.968/0001-06
Rua Prof. Anténio Prudente, 211 ~ Liberdade — Sao Paulo, SP - 01509-900
Telefone: (11) 2189-5000
www.accamargo.org.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO

Projeto: 1426/10

Titulo: “Identificacdo de possiveis mutagées do gene PI3KCA e AKT3 em pacientes
com cancer de tiroide”.

Pesquisador Responsavel: Dr. Fernando Augusto Soares

Orientador na Instituigao Vinculada: Dra. Laura Sterian Ward

Aluna: Aline Carolina De Nadai da Silva (Mestrado - UNICAMP).

Patrocinador: Projeto submetido para FAPESP — 2010/08665-3.

Comentarios gerais: O projeto tem como objetivo avaliar mutagdo no gene PI3KCA
para testar seu potencial de marcador para detecgdo precoce do céncer ou de

acompanhamento da progressdo do tumor. O tema é relevante e o projeto bem
delineado.

Pendéncias apontadas em parecer anterior (CEP):

Critérios de exclusdo: Ndo mencionados.
Analise do CEP: Os critérios de exclusdo foram acrescentados no projeto. Pendéncia
atendida.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: Trata-se de um projeto retrospectivo. No
entanto esta declarado no texto do projeto que os pacientes assinardo o TCLE. A
recomendacdo €& retirar a frase “Todos os pacientes assinardo o Termo de
Consentimento Informado de acordo com as normas Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital A.C. Camargo”.

Anélise do CEP: Foi retirada a frase do TCLE sugerida por este Comité. Pendéncia
atendida.

Explicitagdo das responsabilidades:
e do pesquisador: Nao foi apresentado a carta de ciéncia e comprometimento do
biobanco.
» do patrocinador: Nao mencionado.
Analise do CEP: A carta de Ciéncia e Comprometimento do Biobanco foi apresentada
e tambem o documento de concesséo de Fomento pela FAPESP. Pendéncia
atendida.

Comentarios Finais:
Todas as pendéncias apontadas foram atendidas a contento, portanto,
decidimos pela aprovagéo final do projeto.

Parecer Final:
Projeto Aprovado.

o 4_———_—/
ANTURIU PRUDENTE
Hospital A. C. Camargo
Comité de Etica em

Pesquisa
Dr. Alexandre S4 de Andrade
2¢ Vice - Coordenador

Parecer Referente a4 Reuniad~do CEP de 31/08/2010. m
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Anexo 2

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

CEP, 27/01/10.
(Grupo I1I)

PARECER CEP; N° 961/2009 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0747.0.146.000-09

1- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ESTUDO DA ATIVIDADE ANTI-APOPTOTICA DE NF-xB EM
PACIENTES COM CANCER DE TIREOIDE".

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Aline Carolina de Nadai da Silva

INSTITUICAO: Hospital das Clinicas/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 13/10/2009

APRESENTAR RELATORIO EM: 27/01/11 (O formulario encontra-se no site acima)

I1 - OBJETIVOS

Identificar mutagdes nos éxons 9 e 20 do gene PI3K e analisar a expressao quantitativa de
NF-kB. comparando-a com a expressio de PTEN em pacientes com nodulos tireoidianos
benignos e malignos.

111 - SUMARIO

O presente estudo pretende avaliar 100 sujeitos com cancer diferenciado de tireoide,
atendidos na Disciplina de Endocrinologia do HC/Unicamp. Os métodos incluem a coleta de
dados clinico-laboratériais (identificagdo. idade ao diagnostico, género. etnia, dados clinicos pré-
cirtrgicos, dieta, tabagismo, uso de medicamentos e drogas, bem como exames complementares
realizados e dados da cirurgia e do exame anatomopatoldgico). Também sera formado um grupo
controle composto por 100 individuos sauddveis, pareados por género, idade e etnia, dos quais
serdo obtidos historicos incluindo fatores demograficos, étnicos, estilo de vida. hdbitos
alimentares, condigdes gerais de satde, tabagismo e histérico de doengas. No grupo controle
também havera coleta de 9 mL de sangue periférico para estudos moleculares ¢ protéicos.
Individuos com historico prévio de doengas tireoidianas, exposi¢do a radiagdo ou outros
antecedentes de malignidade serdo excluidos desse grupo. Dos pacientes com CDT sera extraido
RNA a partir de amostras cirdrgicas (tireoidectomia), para posterior transcrigdo reversa para
sintese de cDNA e quantificagio por RT-PCR. Serd realizado sequenciamento do DNA extraido
de tumor tireoidiano por equipamento automatizado. Haverd revisdo dos espécimes cirtirgicos
conservados em bloco de parafina para confirmagdo do diagndstico, andlise de pardmetros
anatomopatolégicos, estudo imunoistoquimico e reagao da imunoperoxidase.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES
Apos avaliar as respostas as pendéncias, o projeto encontra-se adequadamente redigido e

de acordo com a Resolugio CNS/MS 196/96 ¢ suas complementares, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX  (019) 3521-T187
13083-887 Campinas - SP cep@fem.unicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html|

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apés
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restricdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nido representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item 111.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria — ANVISA -
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também a mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.e).

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na X Reunido Ordinéri& do CEP/FCM, em 27 de outubro de 2009.

1

{%?{,«Lmu-
Prof. Dr. Carlos Eduardo Steiner
PRESIDENTE de COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM/UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas - SP cep@fem.unicamp.br
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Anexo 3

CA DE TIROIDE — ENDOCRINOLOGIA

Nome: HC:
Sexo:[]Masc. [Fem.

Cor:[] Branco [1N&o Branco

Profissao:

Procedéncia:

Data de Nasc. / /

Idade no Diagnéstico: Data 12 consulta: / /

Motivo da Consulta: [ ] Nodulo [ Bécio MN [ Qutros

Valores: T3 T4 LT4 TSH AcMc AcTG

Tireotepaia na Familia: [1 Ndo [ Sim Descrever:

Cancer na familia:

Radiacao do Pescoco: [] Nao [] Sim Motivo:

Tabagismo: [1 Ndo [1 Sim _ nfcig/dia __ tempo __ parou/tempo
Etilismo: 0 Nao [ Sim
Idade da Menarca: Ciclos __ regulares ACO (tempo)

Idade da Menopausa: G A P TRH

Cintilografia: / /

Ultrasom: / /
BAAF / / n? da cito Diagndstico:
Cirurgia: / / Unicamp:[] Sim[IN&o Local:

Peso: Altura:
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CONGELACAO

Anatomo Patolégico: /

Tam. Nodulo:
Diagnéstico:

PCI: / /

Dose Radioiodo: /

mCi

Data

Tg

AcTg

LT4

TSH

Dose Med.

PCI: / /

Data

Tg

AcTg

LT4

TSH

Dose Med.
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