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RESUMO

Introducéo: O cancer de tireoide (CT) € a neoplasia enddcrina mais frequente em todo o
mundo e sua incidéncia vem crescendo significativamente nas dltimas trés décadas, sendo
atualmente responsavel por cerca 1% de todas as neoplasias malignas. A causa mais
comum do carcinoma papilifero da tireoide (CPT) € uma Unica mutacdo no gene BRAF,
presente em cerca de 51% dos casos, dependendo da idade do paciente e do subtipo
histolégico tumoral. OBJETIVO: Avaliar as principais alteracdes genéticas em membros
das vias MAPK e de ativacdo da telomerase em pacientes com tumores de tireoide de
diferentes tipos histologicas no Maranhdo. METODOLOGIA: Foram analisadas 112
pecas cirurgicas obtidas de pacientes submetidos a tireoidectomia no hospital do cancer
Aldenora Bello (HCAB) entre 2018 & 2021. O DNA gen6mico foi extraido a partir de
tecido fresco e posteriormente feito a PCR em tempo real para avaliagdo da variante
BRAFV600E e sequenciamento de DNA (Sanger) para investigacdo de alteracBes em
NRAS (c6don 61) e na regiao promota de TERT (posices C228T e C250T).
RESULTADOS: Foi detectada a presenca da variante BRAFV600E em 60 dos 112
pacientes avaliados (53,5%). Todas as alteracdes genéticas foram observadas em
pacientes com diagnostico histopatoldgico de CPT sendo a variante classica mais
abundante. Em relacdo as analises do gene NRAS, foi detectada a presenca da variante
CAA>CGA (Q61R), em 6 dos 87 pacientes estudados (6,89%). Para as analises do gene
TERT, foi identificada a presenca da alteracdo C228T em 3 dos 84 pacientes estudados
(3,57%). Adicionalmente, também foi observado a ocorréncia simultanea de variantes em
TERT e BRAF em 2 dos pacientes estudados. Neste estudo foram observadas associacdes
entre BRAFVG600E e os fatores de risco de recorréncia como EET e o grau elevada da
PAAF, e 0 gene TERT C228T ao tamanho do tumor e o risco de recorréncia.
CONCLUSAO: As frequéncias das mutacdes genéticas na populacéo estudada estdo de
acordo com o descrito na literatura. As alteracdes em BRAFVG600E e TERT foram
associadas a carateristicas de agressividade, indicando o potencial desses marcadores no

auxilio prognostico de pacientes com tumores tireoidianos.

Palavras-chave: Cancer de Tireoide, BRAF, TERT, Carcinoma Papilifero
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ABSTRACT
Introduction: Thyroid cancer (CT) is the most frequent endocrine neoplasm worldwide
and its incidence has been growing significantly in the last three decades, currently
representing about 1% of all malignancies. The most common cause of papillary thyroid
carcinoma (PTC) is a single mutation in the BRAF gene, present in 51% of cases,
depending on age and histological subtype. OBJECTIVE: To evaluate the main genetic
alterations in members of the MAPK and telomerase activation pathways in patients with
thyroid tumors of different histological types in Maranhdo. METHODOLOGY: We
analyzed 112 surgical specimens obtained from patients undergoing thyroidectomy at
Hospital do Cancro Aldenora Bello (HCAB) between 2018 and 2021. Genomic DNA was
extracted from fresh tissue and subsequently performed by real-time PCR to assess the
BRAFV600E variant and DNA sequencing (Sanger) to investigate alterations in NRAS
(codon 61) and the TERT promoter region (positions C228T and C250T). RESULTS: The
presence of the BRAFV600E variant was detected in 60 of 112 patients evaluated
(53.5%). All genetic alterations were observed in patients with histopathological
diagnosis of TLC, with the classic variant being the most abundant. Regarding NRAS
gene analysis, the presence of the CAA>CGA(Q61R) variant was detected in 5 of 89
patients studied (5.6%). For the TERT gene analysis, the presence of the C228T alteration
was identified in 3 of the 89 patients studied (3.4%). In addition, the occurrence of variants
in TERT and BRAF was also observed in 2 of the patients studied. In this study,
associations were observed between BRAFV600E and recurrence risk factors, such as
TSE and high FNAB grade, and TERT gene C228T with tumor size and recurrence risk.
CONCLUSION: The frequencies of gene mutations in the study population are in
agreement with what is described in the literature. The presence of BRAFV600E mutation
was observed exclusively in CPT with predominance in the classic variant. The

coexistence of BRAF and TERT alterations seems to indicate a worse prognosis.

Keywords: Thyroid Cancer, BRAF, TERT, Papillary Carcinoma
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1. INTRODUCAO

O cancer de tireoide (CT) € a principal neoplasia enddcrina, representando cerca
de 96% de todos os tumores desse sistema e 3% dos demais canceres diagnosticados em
todo 0 mundo (Siegel et al. 2018). Esse tipo de neoplasia ocorre em maior frequéncia no
sexo feminino na maioria das regiGes geograficas e grupos demogréaficos (proporgéo
mulher/homem de 3:1), sendo o quinto cancer mais comum em mulheres (Barbus et al.
2017).

Considerando seus aspectos histologicos, os CTs podem ser classificados em:
carcinomas diferenciados da tireoide (CDTs), carcinomas anaplasicos da tireoide (CATS)
e carcinomas medulares da tireoide (CMTSs) (Arribas et al. 2015; Carneiro et al. 2015).

Originados a partir de células foliculares, os CDTs sdo classificados em carcinoma
papilifero da tireoide (CPT), carcinoma folicular da tireoide (CFT) e carcinoma de células
de Hurthle (CCH). Dente esses tumores, 0 CPT é o subtipo histolégico mais comum de
CT, correspondendo a 90% dos novos casos (Seib et al. 2019). Embora essa neoplasia
apresente um prognostico geralmente favordvel, ndo obstante, as taxas de
morbimortalidade por essa doenca vém aumentando significativamente nas ultimas trés
décadas em todo mundo (Lim et al. 2017).

O CAT € o subtipo histologico mais agressivo de neoplasia tireoidiana. Embora
represente cerca de 5% dos casos de CT, essa variante neoplasica € responsavel por mais

da metade dos 6bitos em pacientes diagnosticados com tumores tireoidianos,
apresentando taxa de mortalidade superior a 90% e tempo de sobrevida média de seis
meses apos o diagnostico (Ragazz et al.2014; Dibelius et al. 2014; Nachalon et al. 2015).

A maioria dos tumores de tireoide apresenta-se como nddulo a palpacdo da regido
cervical, com uma prevaléncia nodular de cerca de 5% em mulheres e 1% nos homens,
notadamente naqueles que vivem em areas suficientes de iodo. Adicionalmente, alguns
autores tém sugerido que a prevaléncia de tais nédulos podem chegar a 66% na populagdo
geral quando utilizado exames ultrassonograficos (US) como método de investigacdo
(Koster et al. 2018).

Com o objetivo determinar os mecanismos moleculares implicados na oncogénese
da tireoide, diferentes estudos tém identificado um conjunto de alteracdes genéticas e
epigenéticas envolvidas na hiperativacédo da via de sinalizacdo proteino-quinases ativadas
por mitdgenos (MAPK) (Nikoforova et al. 2013; Liu et al. 2014).
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No CPT, muta¢des pontuais no gene BRAF (Rapid accelerating fibrosarcoma type
B) parecem ser o principal mecanismo de desregulacdo da via MAPK. Por outro lado, no
CFT, acredita-se que 0 processo oncogénico seja mediado majoritariamente por mutacdes
no gene RAS (Rat sarcoma) (Nikiforov, 2011).

Mais recentemente, mutagcdes no promotor do gene TERT tém sido apontadas
como importante fator relacionado a patogénese do CPT (Horn et al. 2013; Huang et al.
2013). Um aumento da atividade da enzima telomerase na presenca dessas alteracfes
moleculares tem sido identificado em cerca 10% dos CPT e parece estar intimamente
associada ao comportamento clinico agressivo desse tipo tumoral (Liu et al. 2016; Liu et
al. 2013; Xing et al. 2014; Landa et al. 2013; Vinagre et al. 2013).

Alteracbes moleculares na via MAPK observadas na maioria dos CDT, em funcéo
das mutacdes no gene RAS ou no gene BRAF, parecem ser eventos genéticos comuns em
neoplasias de tireoide. Acredita-se que o estudo dessa via de sinalizagdo exerga um papel
importante na regulacdo de genes associados com o desenvolvimento de CPT, e seu estudo
pode contribuir para uma melhor compreensdo do papel das mutagbes geralmente
detectadas. Mutacdes no promotor do gene TERT, também tem sido considerado um
importante fator ligado a patogénese do CPT e parece estar associado ao comportamento
clinico mais agressivo em funcdo de um possivel aumento da atividade da telomerase.
Entretanto, estudos sobre o prognostico dos marcadores moleculares atuantes no CT,
principalmente o promotor TERT ainda séo escassos. Diante desse contexto, a realizacdo
de estudos abordando essa tematica é justificado pela emergente necessidade de
investigacdo de marcadores impacto diagnostico e prognostico. Adicionalmente, a
identificacdo de um biomarcador capaz de predizer o comportamento bioldgico,
agressividade e potencial recidiva tumoral poderia auxiliar a conducdo clinica mais

adequada a esses pacientes.

2. Referencial Tebrico

2.1 Glandula Tireoide
A tireoide é uma glandula endocrina localizada na regido anterior do pescoco

(Figura 1). Sua principal funcdo € produzir os hormonios tireoidianos tiroxina (T4) e
triiodotironina (T3) que sdo responsaveis por regular o0 metabolismo energético, bem
como influenciar o funcionamento de diversos 6rgdos como coracgdo, cérebro, figado e
rins (Rodrigues et al. 2015).
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O epitélio tireoidiano é formado por uma camada Unica de células cuboides,
denominadas células foliculares, que se organizam em circulos compondo o foliculo
tireoidiano - unidade anatomo-funcional que armazena o coloide, substancia gelatinosa
rica em tireoglobulina. As células parafoliculares correspondem a outro tipo celular da
tireoide, denominadas células C, que s&o responsaveis pela sintese da calcitonina (White
etal. 2013) (Figura 1).

As células
foliculares
secretam os
horménios | ./
da tirecide

Foliculo
da tireoide

AscélulasC €
secretam
cacitonina

O coloide é uma
glicoproteina

Capsula de tecido conectivo

Figura 1: Anatomia e histologia da glandula tireoide.
Fonte:https://doctorlib.info/physiology/medical-physiology-molecular/50.html

2.1.1 Doenca Nodular da Tireoide
A tireoide apresenta dois grandes grupos de doencas: (i) disfungdes

fisioldgicas/funcionais e (ii) anatbmicas.
Os nddulos tireoidianos sdo muito comuns na populacdo em geral, mas apenas 7—
15% dos nddulos sdo malignos. Por isso, é importante distinguir as lesdes malignas das

benignas.
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2.1.2 Epidemiologiado CT
Ao longo das ultimas décadas, a incidéncia de CT tem aumentado

significativamente em paises ocidentais (Du Lingbin et al. 2015). Essa neoplasia é
comumente diagnosticada em pacientes com idade entre 45 a 55 anos, podendo ocorrer
em qualquer faixa etaria, com predilecdo pelo sexo feminino que representa
aproximadamente 3 em cada 4 casos (Ferreira et al. 2017).

Segundo o INCA, estima-se 2.310 casos novos de CT no sexo masculino e 11.950
para o sexo feminino, para cada ano do triénio 2020/2022, com um risco estimado de 2,17
casos novos a cada 100 mil homens e 11,15 casos a cada 100 mil mulheres, ocupando a

132 e 52 posicdes dos canceres no Brasil, respectivamente (INCA, 2020) (Figura 2).

Prostata 65.840 29.2% Mama feminina 66.280 29,7%

Colon e Reto 20540 9,1% Homens Mulheres Colon e Reto 20470  9.2%
Traqueia, Bronquio e Pulmdo 17.760 7,9% ) Colo do utero 16.710  7.5%
Estdmago 13.360 5,9% Traqueia, Bronquio e Pulmao 12440 56%
Cavidade Oral 11.200 5,0% Glandula Tireoide 11950 54%
Eséfago 8690 3,9% Estémago 7870 3,5%
Bexiga 7590 34% Ovario 6.650 3,0%
Linfoma ndo Hodgkin 6.580 2,9% [ Corpo do Utero 6.540 2,9%
Laringe 6.470 29% Linfoma ndo Hodgkin 5450 24%

Leucemias 5.920 2,6% Sistema Nervoso Central 5.230 2,3%

* Numeros arredondados para multiplos de 10

Figura 2: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes no Brasil

estimados para o ano de 2020 entre homens e mulheres pelo INCA. Fonte: INCA 2020

De acordo com alguns estudos, o aumento significativo da incidéncia do CT na
populacdo mundial pode estar relacionado ao aumento da sensibilidade de técnicas
diagnosticas e exames de imagem que permitem a deteccdo de tumores pequenos e
subclinicos (Kent et al. 2007; Morris et al. 2013; Yoo et al. 2013; Davies et al. 2014).
Contudo, outros autores postulam um real aumento da incidéncia do CT, onde
possivelmente existem diferentes fatores contribuintes, ndo sendo atribuido somente a
deteccdo do nodulo pela US (Li, N et al. 2013; Pellegriti et al. 2013; Veiga et al. 2013;
Limetal. 2017).

2.1.3 Classificagdo dos tumores tireoidianos
O CDT tem origem nas células foliculares da tireoide e representa 90% de todas

as neoplasias malignas desta glandula (Seib et al. 2019) (Quadro 1). Fazem parte do CDT:
(i) carcinoma papilifero de tireoide (CPT), que é responsavel por 80% de todos o0s
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canceres de tireoide; (ii) carcinoma folicular de tireoide (CFT), sendo responsavel por
10% a 20% e; (iii) carcinoma de células de Hurtle (CCH) que é responsavel por 4,5 a 10%
de todos os canceres de tireoide (DeLellis et al. 2004; Jemal et al. 2011; Howlader et
al. 2012).

Cerca de 10% dos CTs englobam o carcinoma anaplésico ou indiferenciado e o
carcinoma medular da tireoide (Quadro 1). Essas neoplasias geralmente apresentam pior
progndstico comparadas aos CDTs (Brown et al. 2005; Sung 2012).

Quadro 1: Classificacdo dos tumores malignos da tireoide de origem epitelial

CARCINOMA DIFERENCIADO DA TIREOIDE

CARCINOMA PAPILIFERO DA TIREOIDE

Variante classica Variante de células claras

Variante folicular Variante “spindle-cell”

Variante de células altas Variante células de Hurtle ou oncocitica
Variante de células colunares Variante Warthin-simile

Variante esclerosante difusa Variante cribriforme-morular

Variante sélida/trabecular Variante estroma fasciite-nodular simile
Variante encapsulada Variante microcarcinoma papilifero
Variante “hobnail” Variante macrofolicular

CARCINOMA FOLICULAR DATIREOIDE

Minimamente invasivo Encapsulada angio-invasivo
Francamente invasivo

CARCINOMA DE CELULAS DE HURTHLE

CARCINOMA POUCO DIFERENCIADO

CARCINOMA ANAPLASICO DATIREOIDE

CARCINOMA MEDULAR DATIREOIDE

OUTROS TUMORES MALIGNOS DA TIREOIDE

Fonte: Adaptado (Livolsi et al. 2019; Lloyd et al. 2017).

O CPT e caracterizado histologicamente pela formagdo de papilas e por um
conjunto de alteracGes nucleares (Figura 3). A presenca de necrose e altas taxas de mitose,
pouco frequentes no CPT, sdo associadas a um comportamento agressivo semelhante ao

carcinoma anaplésico de tireoide (Melmed, 2015).
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Figura 3: Arquitetura do carcinoma papilifero da tireoide.
Fonte: Unidade de Patologia — HUUFMA.

O CFT é mais comum em areas com deficiéncia de iodo. Esse tipo de neoplasia é
caracterizado histologicamente por foliculos bem formados, presenca de invasdo de
capsula, vasos sanguineos e/ou invasdo do tecido tireoidiano adjacente (Melmed, 2015)
(Figura 4).

Figura 4: Carcinoma Folicular de tireoide.
Fonte: Unidade de Patologia - HUUFMA.

O carcinoma de células Hurthle (CCH) da tireoide, também chamado de
carcinoma oncocitico, € uma forma rara de CDT. Correspondem a apenas 3 a 4% de todas
as doengas malignas da tireoide, podendo apresentar-se como tumor minimamente
invasivo ou amplamente invasivo (Lloyd et al. 2017; Hundahl 1998). O CCH geralmente
tem um comportamento clinico mais agressivo em compara¢do com o0s outros CDTs e
esta associado a uma taxa maior de metastases a distancia (Lloyd et al. 2017).

Além dos CDT, destaca-se também o carcinoma medular, oriundo das células da
crista neural, e o carcinoma anaplasico ou indiferenciado, que normalmente surge a partir
de uma desdiferenciacdo do CDT e apresentam progndstico mais severo (Sherma, 2003;
Sipos e Mazzaferri, 2010).
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2.3 Puncéao Aspirativa por Agulha Fina (PAAF)
A puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF) é uma modalidade de exame

citoldgico que visa o estudo de células colhidas por meio de uma agulha fina e um sistema
a vacuo acoplados a uma seringa (Figura 5). Com esse exame, é possivel reconhecer as
alteragBes morfologicas em células isoladas de uma determinada lesdo (Kline, 1998;
Koss, 1992; Dhurandhar, 2001;).

Sonda Agulha
(ecografia)
r,
- 4
v
e/ ) o
/"S""' ! ‘
Tiroide Noédulo

Figura 5: Puncdo Aspirativa por Agulha Fina
Fonte: https://www.saudebemestar.pt/

A PAAF é um método de baixo custo, facil execucdo e com reduzido risco de
complicacdes, além de ser uma importante ferramenta no manejo da doenca tireoidiana
nodular (Bomeli et al. 2010). O exame citopatoldgico de nédulos de tireoide realizado a
partir da PAAF apresenta especificidade e sensibilidade diagndstica de 99% e 93%,
respectivamente (Abu-Salem, 2002; Hegedis, 2004). Esse tipo de aspiracdo pode ser
realizado com ou sem orientacdo por imagem, porém, é aconselhavel a realizacdo da
PAAF guiado por ultrassonografia devido a melhor visualizacdo e selecdo do local a ser
puncionado, diminuindo a ocorréncia de resultado falso negativo (Danese et al. 1998). A
PAAF ¢ indicada em nodulos de acordo com a historia clinica e familiar do individuo,
tamanho do nodulo, funcionalidade e achados ultrassonograficos (Roséario et al. 2013;
Alexander et al. 2016).
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2.4 Classificacdo citopatoldgica de nodulos de tireoide
No Brasil e em varios paises do mundo, os laudos de citopatoldgicos de tireoide

sdo reportados de acordo com o Sistema Bethesda (Cibas et al. 2017). No entanto, outros
paises utilizam sistemas classificatérios proprios como € o caso da Italia, Reino Unido,
Japdo e Australia (Poller et al. 2016).

O Sistema Bethesda para Laudos Citopatoldgicos de Tireoide (The Bethesda
System for Reporting Thyroid Cytopathology — TBSRTC), tem a finalidade de categorizar
os laudos de acordo com seu risco de malignidade estimado, sendo possivel assim,

direcionar a conduta clinica a ser tomada frente a cada resultado citolégico (Quadro 2).

Quadro 2: Classificacdo de Bethesda para citologia de lesdes de tireoide.

Classe Descrigdo Conduta clinica
I Né&o diagnostico ou insatisfatorio Repetir PAAF
1 Benigno Acompanhamento  clinico e

ultrassonografico

Il | Atipia de significado indeterminado | Repetir PAAF e realizar teste
ou lesdo folicular de significado molecular e/ou lobectomia

indeterminado

IV | Neoplasia folicular ou suspeita de | Teste molecular e/ou lobectomia

neoplasia folicular

\% Suspeito de malignidade Tireoidectomia  subtotal  ou
lobectomia

VI Maligno Tireoidectomia  subtotal  ou
lobectomia

Fonte: adaptado de cibas et al. 2018.

2.5 Estadiamento tumoral

O sistema de estadiamento Tumor-No6dulo-Metastase (TNM) do Comité Conjunto
Americano de Cancer (AJCC) / Unido para Controle Internacional do Cancer (UICC) tem
sido amplamente utilizado para prever o progndéstico de CDT na prética clinica (Kim et
al. 2017b). Este sistema baseia-se na extensdo anatdmica da doenca, levando em
consideracdo as caracteristicas do tumor primério (T), dos linfonodos das cadeias de

drenagem linfatica do 6rgdo em que o tumor se localiza (N), e a presenga ou auséncia de
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metastases a distancia (M). Estes parametros recebem graduacées, geralmente de TO a
T4, de NO a N3 e de MO a M1, respectivamente (Brasil, 2014).

Além das graduacbes numeéricas, as categorias T e N podem ser subdivididas em

graduacdes alfabéticas (a, b). Tanto as graduagdes numericas como as alfabéticas

expressam o nivel de evolugdo do tumor e dos linfonodos comprometidos. O simbolo "X"

é utilizado quando uma categoria nao pode ser devidamente avaliada (Quadro 3).

Quadro 3 - Classificagdo TNM dos carcinomas diferenciados de tireoide

T - Tumor primario

TX Tumor primario ndo pode ser avaliado.

TO Sem evidéncia de tumor primario

T1 Tumor < 2 cm na maior dimens&o limitada a tireoide

Tla Tumor < 1 cm na maior dimensdo limitada a tireoide

T2b Tumor> 1 cm, mas < 2 cm na maior dimensdo limitada a tireoide

T2 Tumor> 2 cm, mas <4 cm na maior dimenséo limitada a tireoide

T3 Tumor> 4 cm limitado a tireoide ou extensdo extratireoidiana macroscépica
invadindo apenas os musculos do cinto

T3a Tumor>4 cm limitado a tireoide

T3b Extensdo extratireoidiana macroscopica invadindo apenas os musculos da cinta
(musculos esterno-hioideo, esternotireoideo, tireo-hidideo ou omo-hidideo) de
um tumor de qualquer tamanho

T4 Inclui extensdo extratireoidiana grosseira nas principais estruturas do pescogo

T4a Extensdo extratireoidiana macroscépica invadindo tecidos moles subcutaneos,
laringe, traquéia, eséfago ou nervo laringeo recorrente de um tumor de qualquer
tamanho

T4b Extensdo extratireoidiana macroscépica invadindo a fascia pré-vertebral ou
envolvendo a artéria cardtida ou vasos mediastinais de um tumor de qualquer
tamanho

Nota: Todas as categorias podem ser subdivididas: (s) tumor solitario e (m) tumor

multifocal (o maior tumor determina a classificacao)

N - Linfonodos regionais
NX Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados.
NO Auséncia de metastase em linfonodos regionais.
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NOa Um ou mais linfonodos benignos confirmados citologicamente ou
histologicamente

NOb Nenhuma evidéncia radioldgica ou clinica de metastase de linfonodo loco-
regional.

N1 Metéastase em linfonodos regionais.

Nla Metastase no nivel VI (linfonodos pre-traqueal e paratraqueal, incluindo pré-
laringeo e o de Delphian).

N1b Metastases unilateral, bilateral ou contralateral cervical (niveis I, 11, 111, IV e V)
ou retrofaringea ou linfonodo mediastinal superior (nivel VII).

M - Metastase a distancia

MX A presenca de metéstase a distancia ndo pode ser avaliada.

MO Auséncia de metastase a distancia.

M1 Metéstase a distancia.

2.6 Risco de recorréncia (RR) do cancer de tireoide

A recorréncia tumoral é mais comum que a mortalidade. Diversos fatores estdo

associados ao maior risco de recorréncia tais como: metastase de linfonodo, variante

histologica, tamanho do tumor, extensdo extratireoidiana, extensdo extranodal, sexo

masculino e idade acima de 45 anos no momento do diagnéstico (Durante et al. 2013).

De acordo com American Thyroid Association (ATA) a estratificacdo do risco para

0 CDT categoriza os pacientes em grupos de baixo, intermediario e alto risco (Quadro 4).

Os pacientes que se enquadram no grupo intermediario e de alto risco apresentam maiores

taxas de recorréncia (Haugen et al 2016).
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Quadro 4 - Classificagéo de risco de recorréncia dos carcinomas diferenciados de tireoide.

Recorréncia

Definicéao

Risco
estimado
(%0)

Baixo

« Auséncia de metastase a distancia

 Tumor intratireoidiano, com tamanho <4 cm; auséncia de
extensdo extratireoidiana grosseira

« Auséncia de metastase linfonodal clinicamente evidente

» Se metastase linfonodal: <5 metastases linfonodais
microscopicas (<2 mm)

« Auséncia de histologia agressiva (tem que ser classico)

« Auséncia de invasdo vascular (se folicular, pode ter até 4
focos de invasdo vascular)

« Resseccdo tumoral macroscépica completa

» Sem captacdo fora do leito tireoidiano na cintilografia de
corpo inteiro (PCI) se a ablacdo com radioiodo for
realizada.

<ou=5

Intermediério

e Invasdo microscopica do tumor para tecidos moles em
torno da tireoide

« Histologia agressiva (variantes células altas, colunar e
hobnail)

ePresenca de metéstases linfonodais clinicamente
evidentes (<3 cm) ou > 5 microscépicas (<2 mm)

« Carcinoma papilifero multifocal quando 1 dos focos for
maior que 1 cm ou multifocal BRAF +

« Captacdo no pescoco, porém fora do leito da tireoide
(LN), na PCI ap06s o tratamento.

>5-20

Alto

« Invasdo macroscépica do tecido e / ou estruturas em torno
da tireoidianas

» Metastases linfonodais > 3 cm de tamanho ou com
extensdo extranodal

« Cancer de tireoide folicular com invasdo vascular extensa
(> 4 vasos envolvidos)

« Cancer de tireoide pouco diferenciado

« Resseccdo de tumor incompleta

 Metastases distantes

« Tireoglobulina sérica sugestiva de metastases distantes.

e Mutacdo TERT

>20%

Fonte: American Thyroid Association (ATA), 2015 (Modificado)
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2.7 Patogénese Molecular
A oncogénese é um processo decorrente do acumulo de modificacBes genéticas

ou epigenéticas que alteram a modulacdo de processos celulares fundamentais tais como
crescimento, proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e apoptose (Hanahan et al. 2000).
Esses processos séo regulados com base nas complexas redes interligadas de sinalizacdo
celular (Martin, 2003; Alberts et al. 2010).

Em relagdo a tumorigénese da tireoide, a via de sinalizagdo celular mais estudada
tem sido a MAPK (proteinas quinases ativadas por mitdégenos), considerada crucial para
a formagcéo inicial do tumor (Figura 6). Esta via transmite os sinais extracelulares de
varios fatores de crescimento, hormdnios e citocinas ao nucleo celular através da ativacéo
de cascatas de sinais (Tang, 2010). A juncédo dos ligantes aos seus receptores de superficie
conduzem a dimerizacdo dos receptores e a auto fosforilacdo de residuos de tirosina
presentes no dominio citoplasméatico do receptor, culminando na sua ativagdo (Tang,
2010). Os receptores ativados, atraves de proteinas adaptadoras, ativam a proteina quinase
RAS (Rat Sarcoma). Em seguida, a quinase RAS ativa a fosforilacdo de quinases de RAF
(Rapidly Accelerated Fibrosarcoma). A RAF quinase do tipo B (BRAF), o mais
abundante e potente membro da familia RAF, fica livre para ativar as proteinas quinases
de especificidade dupla: MAP quinase-quinases (MAPKK, também conhecidas como
MAP / quinases reguladas por sinal extracelular, MEK) 1 e 2 (Mccubrey et al. 2007,
Mohammadi et al. 2017). MEK 1/2 fosforilam e ativam quinases reguladas por sinal
extracelular (ERK) 1 e 2. Quando ativada, a ERK fosforila proteinas citoplasmaéticas e é
translocada para dentro do ndcleo, onde regula a transcricdo de genes envolvidos na
diferenciacdo, proliferacdo e sobrevivéncia celular (Mccubrey et al. 2007; Mohammadi
et al. 2017; Lee et al. 2010).

A via PIBK/AKT representa uma via de sinalizacdo intracelular extremamente
importante no controle do ciclo celular e age fisiologicamente semelhantemente a via
MAPK (Giudice, 2013), uma vez que ambas podem ser ativadas por estimulos
extracelulares que atuam em receptores membranares e também regular em conjunto
mecanismos fundamentais como a proliferacéo e a sobrevivéncia. Além disso, existe uma

comunicacéo estreita entre as duas vias (Brzezianska et al. 2011, Xing, 2010) (Figura 6).
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Figura 6: Principais vias de sinalizagdo envolvidas na carcinogénese da tireoide.

Legenda: (a):A ligagdo de fatores de crescimento a RTKs (receptor tirosina quinase)
resulta na ativacao de (b): MAPK e/ou (c): PI3BK-AKT. (d): a sinaliza¢éo dessas vias ativa
maultiplos fatores de transcri¢do associados a diferentes processos celulares, tais como:
proliferacdo e sobrevivéncia. Fonte: SOBRAL; MAGALHAES; FARIA, 2019
(modificado).

2.7.1 Alteracdes do gene BRAF
A proteina BRAF pertence a familia das quinases de serina-treonina RAF, que

apresentam trés isoformas funcionais nas células de mamiferos: A-RAF, B-RAF e C-RAF.
O gene que codifica BRAF esta localizado no brago longo do cromossomo 7 (7934), é
composto por 17 introns e 18 éxons abrangendo uma regido de 190.284 pb (Figura 7)
(Lopes, 2011). Este gene é o mais frequente ativador da via da MAPK e, portanto,
mutacdes nessa regido gendmica podem levar a perda do controle sobre o ciclo celular,
iniciando assim o desenvolvimento de neoplasias (Tang et al. 2010). BRAF expressa-se
em niveis elevados em células neuronais, hematopoiéticas e no testiculo, e é igualmente
a isoforma predominante nas células foliculares da tireoide (Tang et al. 2010; Fagin et al.
2008; Garnett et al. 2008; Fagin et al. 2004).
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Figura 7: Representacdo esquematica mostrando a localizacdo do gene BRAF no
€romossomo 7.
Fonte: Genetics Home Reference-site: ghr.nlm.nih.gov

As mutacdes ativadoras do gene BRAF ja foram descritas em diversas neoplasias
humanas incluindo melanoma, carcinoma de ovario e carcinoma colorretal (Czarniecka
et al. 2015). As mutacdes em BRAF sdo os eventos moleculares mais prevalentes na
patogénese dos CPT em adultos. Dentre essas modificacbes genéticas destaca-se
BRAFV600E, uma mutacdo pontual missense que ocorre frequentemente em CPT e
corresponde a mais de 90% das mutacgdes do gene BRAF (Czarniecka et al. 2015; Katoh
et al. 2015). Essa alteracdo consiste na transversdo timina-adenina na posi¢do 1799
(T1799A) no éxon 15 do gene gerando uma substituicdo do aminoacido valina pelo
glutamato no residuo 600 da proteina (V600E). BRAFV600E causa uma ativacdo
descontrolada e continua de proteinas quinases, por meio da via da MAPK, que induzem
uma excessiva proliferacdo das células tumorais (Schulten et al. 2013).

A variante BRAFV600E esta presente em cerca de 40-45% dos casos com CPT
(Nikiforova et al. 2009) sendo mais frequente nas formas classica (45%) e variante de
celulas altas (80%) e menos presente na variante folicular (15%) (Xing, 2013; Sobrinho
etal. 2011).

Em relacdo a variante folicular, a alteracdo BRAFV600E esta presente nos tumores
infiltrativos ndo capsulados (Eloy et al. 2011). Esta mutacao néo foi até hoje descrita em

carcinomas foliculares nem em lesdes benignas da tireoide.

2.7.2 Alteragdes do gene RAS
As mutacGes em genes da familia RAS (NRAS, HRAS e KRAS) sdo a segunda

alteracdo genética mais frequente no CT (Nikiforov, 2008). Essa regido do genoma é
responsavel pela codificacdo de uma familia de proteinas ligadas a superficie interna da

membrana celular, as quais sdo ativadas por receptores de membrana com atividade
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tirosina-quinase ou acoplados a proteina G, transmitindo a sinalizagdo intracelular
subsequente através das vias MAPK e PI3K/AKT, entre outras (Miller et al. 2009) (Figura
8).
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Figura 8: Modelo de ativacdo da proteina RAS

No CPT, mutagOes pontuais em RAS ocorrem em 10% dos casos, em geral
associadas a variante folicular. Estas mutacGes localizam-se nos cédons 12, 13, 59, 61,
117, 146, sendo mais frequente nos codons 12, 13 ou 61, levando a ativacdo constitutiva
das vias de sinalizagdo dos genes NRAS, HRAS e KRAS e estabilizam a proteina na sua
conformacdo ativa, ligada a guanina-trifosfato (GTP), o que leva ao estimulo autbnomo
e permanente de diversas vias de sinalizacdo, dentre elas a das MAPKSs e a PI3K/AKT,
ambas ligadas a proliferacdo celular (Namba et al. 1990; Ezzat et al. 1996; Vasko et al.
2004). Estas mutagBes parecem estar associadas também & encapsulagdo do tumor, a
alterac6es morfoldgicas nucleares mais discretas e a uma menor frequéncia de metastases
linfonodais (Zhu et al. 2003; Adeniran et al. 2006). As proteinas RAS desempenham um
papel fundamental na génese e progressao de fenotipos malignos de neoplasias como de
pulmdo, pele, bexiga, mama, pancreas, trato gastrointestinal, rim e multiplas formas de

leucemia, além de tumores da tireoide (Tyner et al. 2009).
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O gene NRAS esta situado no locus 1p13.2 e tem 7 éxons distribuidos por 12,4 kb
(Figura 9). Esse gene produz uma proteina chamada NRAS que regula o ciclo celular
através de sua acdo GTPase estimulando a proliferacdo e desenvolvimento celular
(Adrienne et al. 2010).

As mutagdes em RAS ocorrem em 30-45% dos CFT e na variante folicular do CPT,
podendo também ocorrer em 20-40% nos tumores pouco diferenciados (PDTC) e
raramente na variante classica do CPT.

As mutacGes no gene N-RAS sdo muito prevalentes em CT, atrds apenas das
mutacdes do BRAF. A proteina codificada pelo RAS ¢é ativada ao se ligar no trifosfato de
guanosina (GTP) e ao ser hidrolisado a difosfato de guanosina (GDP) (Figura 8). Nos
tumores de tireoide, a proteina RAS mutada fica consecutivamente ativada, pois o GTP
ndo é desfosforilado. Assim, ha ativacdo tanto da via das proteinas quinases ativadas por
mitogenos (MAPK), importante para regulacao e sobrevivéncia celular, e da PI3K/AKT,
que regula metabolismo, crescimento e proliferagdo celular e sintese proteica, com

predominancia desta ultima (Riesco et al. 2016) (Figuras 6 e 8).
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Figura 9: Representacdo esquematica mostrando a localizacdo do gene RAS no
cromossomo 1.
Fonte: https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=NRAS

2.7.3 Promotor TERT
A transcriptase reversa da telomerase humana (TERT) é um importante gene

envolvido na manutencdo da integridade cromossomica e estabilidade do genoma
(Alzahrani et al. 2016). TERT codifica a subunidade da transcriptase reversa catalitica da
enzima telomerase (Alzahrani et al. 2016). O gene TERT possui extensdo de 35 kb e esta
localizado no cromossomo 5, contendo 16 exons e uma regido promotora de 330 pares de
bases (Henke et al. 2015). Mutacdes nas regides codificantes desse gene parecem raras,
contudo, alteragdes genéticas em sua regido promotora tém sido recentemente descritas
em um grande nimero de canceres (Davies 2014; Alzahrani et al. 2016; Nasirden et al.
2016). No CT, duas mutagdes especificas tém sido recorrentemente observadasno
promotor TERT (Horn et al. 2013, Huang et al. 2013). Tais alteragdes genéticas estdo
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localizadas nas posigdoes —124 ¢ —146 pb a montante de seu local de inicio da tradugao e
sdo caracterizadas por uma mutacdo C> T na posi¢do 1.295.228 (C228T) e 1.295.250 do
cromossomo 5 (C250T), respectivamente.

Mutacdes no promotor TERT parecem induzir a superexpressdo desse gene
criando um sitio de ligacdo ao fator de transcricdo E-vinte e seis (ETS), facilitando assim
0 crescimento do cancer (Vinagre; Huang et al. 2013). Nesse sentido, Horn et al.
identificaram uma mutagdo do promotor TERT da linha germinativa em uma familia
propensa ao melanoma e mutacBes do promotor TERT soméatico em um ndmero
significativo de melanomas esporadicos. Essas mutagfes ocorreram com mais frequéncia
nas lesGes metastaticas do que nos melanomas primarios. Adicionalmente, Huang et al.
relataram mutagdes do promotor TERT em 71% dos melanomas e em 16% de 150 linhas
de celulas cancerosas derivadas de diversos tipos de tumor com altas frequéncias em
gliomas, cancer de bexiga, carcinomas hepatocelulares e cancer de tireoide (Huang et al.
2013; Liu et al. 2013).

As mutacGes do promotor TERT tém sido também associadas a casos de CT,
especialmente em tipos mais agressivos (Landa et al. 2013; Liu X et al. 2013). Estas
alteracdes tém sido relatadas no CPT com uma prevaléncia de 7,5 a 27% (Liu et al. 2013).
Além disso, mutagbes TERT C228T combinadas com mutacdes BRAF parecem possuir
uma associagdo sinérgica no aumento da recorréncia do tumoral e mortalidade dopaciente
com CPT (Jin et al. 2016; Liu X et al. 2014).

Evidencias recentes tém indicado uma relacéo entre alteracbes no promotor TERT
e a ativacdo da via MAPK. As mutacfes em TERT ocorrem na regido promotora do nicleo
da transcriptase reversa da telomerase onde codifica a subunidade catalitica da
telomerase, estes por sua vez sdo conhecidos por gerar novos locais de ligacdo para a
familia ETS de fatores de transcri¢do (Bell et al. 2015).

Em um estudo com melanoma observou-se que fatores de transcricdo ETS1
quando regulado positivamente pela MAPK em decorréncia das muta¢fes BRAF ou
NRAS, geram o aumento da transcricdo de TERT em células mutadas (Vallarelliet al.
2016). Em adicéo, outro estudo recente em gliomas demonstrou que a coexisténciadas
mutac0es BRAFV600E e TERT seria capaz induzir a expresséo e fosforilacdo de ETS1
seletivamente ligados a mutacdo do promotor e regulada negativamente pela inibigé&o
de BRAFV600E, levando a expressdo reduzida de TERT devido a inibigdo do fator ETS
(Gabler et al.2019).

De acordo com Liu (2018), a mutacdo BRAFVG600E ativa a alteragdo em
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TERT através do proto-oncogene FOS, que é um efetor a jusante da sinalizacdo de MAPK,
e o complexo da proteina de ligacdo ao GA (GABP). A via BRAF V600E / MAPK
fosforila e liga o fator de transcricdo FOS ao promotor GABPB, aumentando a expressao
de GABPB e a formacéo do complexo GABPA-GABPB. Este complexo por sua vez liga-
se seletivamente a mutacdo do promotor TERT aumentando assim a expressao de TERT.
A despeito das evidéncias ja mencionadas, o mecanismo molecular subjacente as

operacdes oncogeénicas sinérgicas de BRAFV600E e TERT permanece controverso.

2.8. Abordagens terapéuticas
O tratamento do CDT é principalmente cirargico através da lobectomia ou

tireoidectomia total com ou sem disseccdo de linfonodos. Apesar da baixa taxa de
mortalidade do CPT, alguns casos dependendo da extens&o extratireoidiana e do potencial
metastatico podem progredir para estagios inoperaveis e nao responsivos ao radioiodo
(Haugen et al. 2015).

Atualmente, o tratamento do CDT envolve tireoidectomia com supressdao do
horménio estimulador da tireoide (TSH) usando levotiroxina (Cooper et al. 2009; NCCN,
2013). O iodo radioativo (RAI) é frequentemente administrado no pos-operatério para
remover o tecido tireoidiano remanescente, eliminar qualquer suspeita demicrometastases
ou eliminar doencas recorrentes (Cooper et al. 2009; Colevas et al. 2012; NCCN, 2013)

A estratificacdo do RR é a ferramenta mais importante para definir a melhor
conduta terapéutica baseando-se nos critérios clinico patolégicos tais como idade ao
diagndstico, sexo, tamanho tumoral, EET, metastases locais ou a distancia (Hamzany et
al. 2012; Jonklaas et al. 2012; Ito et al. 2014).

Em pacientes de baixo RR, a vigilancia ativa ocorre através do monitoramento com
auxilio do ultrassom de pescogco (US) sem intervencdo cirdrgica, se o tamanho
permanecer estavel ao longo do tempo (Haugen et al. 2015). Em contrapartida 0s casos
com RR alto e intermediario com evidéncia de metastases recomenda-se tratamento com
radioiodo, pois 0 mesmo tem demonstrado maior eficiéncia na redugdo da mortalidade e
morbidade.

A recente descoberta de alvos moleculares especificos do CT responsaveis pela

proliferacéo, diferenciacéo e apoptose celular levou a aprovacéo de novos medicamentos
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por exemplo, Sorafenibe que é um inibidor de tirosina quinase usado para inibicdo de
moléculas como VEGFR 1-2-3, RET, RAF, PDGFR-f, c-KIT e FLT3 (Kloos et al. 2009).
Evidéncias clinicas tém sugerido que o Sorafenibe possa bloquear o crescimento de
tumores da tireoide por meio de mecanismos antiproliferativos e antiangiogénicos (Kloos
et al. 2009). Outro farmaco disponivel é o Lenvatinibe que possui mecanismo deacao por
meio da inibicdo de VEGFR1-3, RET, ¢-KIT e PDGFRp (Matsui et al. 2008; Okamoto
etal. 2013). O Vemurafenibe atua inibindo a via da MAPK através do bloqueio de ligacéo
ao dominio ATP da BRAF mutada (Yang et al. 2012) enquanto que oSelumetinibe tem
como alvo as quinases MAP MEK-1 e 2, podendo reverter a refratariedade ao iodo em
pacientes com cancer metastatico da tireoide. Além disso, a mutacdo do NRAS parece ser
um biomarcador preditivo da eficacia do Selumetinibe (Hoet al. 2013).

Diante desse contexto, a realizacdo de estudos abordando essa tematica é
justificado pela emergente necessidade de investigacdo de possivel associacdo entre a
ocorréncia de mutacdes na via de sinalizacdo MAPK (BRAF e RAS) e a ativacdo da
telomerase, bem com aspectos histoldgicos de pacientes portadores de cancer de tireoide.
Adicionalmente, a identificacdo de um biomarcador capaz de predizer o comportamento
bioldgico, agressividade e potencial recidiva tumoral poderia auxiliar a conducao clinica
mais adequada a esses pacientes

A identificacdo nas amostras tumorais reveste- se de fundamental importancia
para o seguimento clinico, além de ensejar o0 uso de novos medicamentos que agem na

inibicdo, proliferacdo e apoptose, o que pode possibilitar uma maior eficcia terapéutica.
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3. Objetivos

3.1 Geral

+/ Auvaliar as principais alteracfes genéticas em membros das vias MAPK e de
ativacdo da telomerase em pacientes com tumores malignos de tireoide de diferentes tipos
histoldgicas no Maranhdo.

3.2 Especificos

«/ Descrever 0s principais tipos histologicos de tumores de tireoide empacientes

atendidos no Maranhao.

+ Determinar a prevaléncia de mutagdes nos genes BRAF, NRAS e TERT nos

diferentes tipos histoldgicos de tumores de tireoide.

«/ Estabelecer um perfil de mutagdes em BRAF, NRAS e TERT nas amostras de

tumores e relaciona-lo aos dados histopatoldgicos.
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ARTIGO

TITULO PRELIMINAR:

MUTACOES NOS GENES BRAF E TERT: POTENCIAIS MARCADORES
ASSOCIADOS A ESTRATIFICACAO DE RISCO EM PORTADORES CARCINOMA
DIFERENCIADO DA TIREOIDE.

Introducéo

O carcinoma de tireoide (CT) € a neoplasia mais frequente do sistema enddcrino
e compreende cerca de 3,4% de todos os canceres diagnosticados anualmente no mundo
(Bray et al., 2018a). Os CT séo classificados de acordo com os tipos histologicos em
diferenciados, medulares e anaplasicos, sendo os tipos diferenciados responsaveis por 90
a 95% dos casos tumores tireoidianos (Haugen et al, 2016), de forma que o seu subtipo
histoldgico carcinoma papilifero da tireoide (CPT) é a neoplasia maligna mais comum da
tireoide, compreendendo 80-90% de todas as doencas malignas nessa glandula
(Nikiforov, 2014).

A desregulacdo da via de sinalizacdo intracelular MAPK (proteinas quinases
ativadas por mitdgenos) tem sido descrita como componente fundamental na
tumorigénese da tireoide (Tang, 2010). Esta via de sinalizacdo atua principalmente na
regulacdo do ciclo celular e, portanto, alteraces na mesma estariam relacionadas ao
desenvolvimento de diferentes tipos de canceres (Cuevas et al., 2007; Moorwood et al.,
2010; Lin et al., 2015).

Mutacgdes no gene BRAF, um membro da via MAPK, tém sido apontadas como
um importante evento na patogénese do CT em adultos. Dentre tais alteracGes genéticas,
a mutacdo pontual BRAFVG600E tem sido frequentemente observada em CPT e
corresponde a mais de 90% das mutagdes do gene BRAF descritas nesse tipo tumoral
(Czarniecka et al., 2015; Katoh et al., 2015). Por outro lado, nos carcinomas foliculares
datireoide (CFTs), alteragOes no gene RAS, outro importante membro da MAPK, parecem
ser o principal fator genético ligado ao processo de tumorigénese (Reuter et al., 2000).

Evidéncias tém sugerido que alteracbes no gene da transcriptase reversa da

telomerase humana (TERT) estejam associadas ao desenvolvimento de CT (Alzahrani et
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al., 2016). TERT codifica a subunidade da transcriptase reversa catalitica da enzima
telomerase, sendo essencial para a manutencdo da integridade cromossémica e
estabilidade do genoma (Alzahrani et al., 2016). Mutagdes no promotor dessegene podem
levar a um aumento das suas atividades transcricionais resultando em maiorrisco de
recorréncia e menor sobrevida de pacientes com CPT (Kim 2017; Liu R 2016).

Estudos recentes tém demonstrado uma estreita relagdo entre a hiperativacéo da
via MAPK — causada principalmente por mutactes nos oncogenes BRAF ou NRAS — com
0 aumento da atividade da telomerase em tumores portadores de mutagdo no promotor
TERT (Xing et al., 2014; Vallarelli et al., 2016; Liu et al., 2018). Em termos moleculares,
a ativacdo constitutiva da MAPK parece regular positivamente o fator de transcri¢éo
ETS1, o qual adquire maior afinidade de ligacdo a regido promotora de TERTmutada,
gerando o aumento da transcrigcdo desse gene em células neoplasicas (Xing et al.,2014; Liu
etal., 2018). Em adicdo, também tem sido proposto que a hiperativacdo da MAPK poderia
causar aumento da fosforilacéo e ligacdo da proteina FOS ao promotor GABPB levando
a uma maior expressao desse gene e consequente formacdo do complexo GABP que atua
como um fator de transcrigdo de TERT (Liu et al. 2018). Apesardos estudos supracitados,
a possivel associacdo entre a via MAPK e a mutacdo do promotor TERT permanece
incerto.

O estudo de alteragfes moleculares em membros da via de sinalizagdo MAPK,
tais como BRAF, RAS e no promotor TERT, parece ser uma estratégia promissora na
identificacdo de marcadores genéticos relacionados ao processo de transformacdo
neoplasica, pois estes podem auxiliar numa melhor distin¢do entre tumores benignos e
malignos, sinaliza um comportamento biolégico mais agressivo, progndstico e
tratamento mais adequado aos pacientes (Holohan et al., 2013). Diante disto, este estudo
visa avaliar o0 impacto prognostico das principais alteracdes genéticas em membros das
vias MAPK e de ativacdo da telomerase em pacientes com tumores de tireoide de

diferentes tipos histoldgicas em uma populacdo do nordeste do Brasil.

Materiais e métodos

Participantes e amostras
Um estudo transversal foi conduzido no intuito de avaliar impacto progndéstico de

alteracbes moleculares em pacientes com diagndstico ou suspeita diagndstica de
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neoplasias da tireoide acompanhados pelo Hospital do Cancer Aldenora Bello (HCBA),
Séo Luis, Maranhdo, Brasil.

Esta investigacdo foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Hospital Universitario da UFMA (Parecer nimero 2.674.175). Todos os pacientes foram
informados sobre os protocolos de pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre
e esclarecido (TCLE).

Foram incluidos 149 pacientes de ambos 0s sexos com nédulo suspeito de
neoplasia na tireoide tratados cirurgicamente entre 2018 a 2021 que atenderam aos
critérios de incluséo e ndo apresentou nenhum parametro de ndo incluséo, assinaram
0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE. Destes, um total de 112
pacientes foram selecionados por apresentar CDT. Foram excluidos pacientes com
carcinoma medular e neoplasias benignas diagnosticado a partir do exame

histopatoldgico.

Extracdo de DNA gendmico e tipagem molecular por PCR em tempo real

O DNA gendmico foi extraido a partir de tecido fresco utilizando o Biopur Kit de
Extracdo Mini Spin Plus (Mobius, PR, Brasil). Posteriormente, foi realizada a PCR em
tempo real para avaliagdo da mutagdo BRAFV600E utilizando ensaios rhAmp™ SNP
Genotyping System (IDT — Integrated DNA Technologies, Coralville, USA). As reacdes
de amplificagdo foram compostas por 5ng de DNA e receberam a adicdo Master Mix,
Repdrter, rhAmp SNP assay, H20 nucleasefree (IDT — Integrated DNA Technologies). A
PCR em tempo real foi realizada em equipamento Light Cycler® Nano SW 1.0, seguindo
as seguintes condi¢cdes de amplificacdo: desnaturacao inicial a 95°C por 10 minutos,
seguida de 40 ciclos de 10 segundos a 95°C, 1 minuto a 60°C e 68 °C a 20 segundos.
Controles positivos (amostras com gendtipos conhecidos para homozigoto selvagem,
heterozigoto e homozigoto variante, para o gene estudado) e controles negativos foram
utilizados em cada reacdo e a discriminacdo alélica foi realizada pela medida da
fluorescéncia final dos fluoréforos FAM® (alelo selvagem) e VIC® (alelo variante)
presentes nas diferentes sondas utilizadas (IDT — Integrated DNA Technologies,
Coralville, USA).
Analise de mutacéo por sequenciamento de DNA

A analise em NRAS (cddon 61) e na regido promotora de TERT (posi¢des C228T
e C250T), foram realizadas as rea¢des de PCR compostas por Tamp&o10X (Tris-HCI 200
M PH 8,4 e Kcl 500 mM), 2,4 mM de Mgcl2, 0,24 mM de cada dNTP’s, 0,15 uM de
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ambos primers senso e anti-senso, uma unidade de Taq DNA polimerase e 50ng de DNA
gendmico. As reacGes de amplificacdo ocorreram em termociclador GeneAmp®PCR
System 9700 com desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de 30 segundos a
95°C (desnaturacéo), 45 segundos a 55°C (anelamento) e 45 segundos a 72°C (extensao).
A extensdo final foi realizada a 72°C durante 2 minutos. Os produtos de PCR foram
visualizados em gel de agarose 2%, purificados com o kit QIAquick PCR Purification
(QIAGEN) e posteriormente sequenciados pelo método de terminacdo de cadeia dideoxi
utilizando equipamento ABI 3500 (Applied Biosystems). Os eletroferogramas obtidos

pelo sequenciamento foram avaliados utilizando o programa ChromasPro.

Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando os recursos do software GraphPad Prism
versdo 9.1 (GraphPad Software, San Diego, USA). A estatistica descritiva foi realizada
utilizando medidas de frequéncia absoluta e relativa. Os resultados foram apresentados
por meio de tabelas, gréfico de barras e setores. As varidveis categéricas foram
comparadas através do teste Qui-quadrado ou exato de Fisher. O nivel de significancia

adotado para todas as analises foi de 5% (P < 0,05).

Resultados
Um total de 112 amostras de pacientes com diagnostico confirmado de CT no exame

histopatolégico foram incluidas no presente estudo, sendo 101 dos casos do sexo feminino
e 11 do sexo masculino. Todos os pacientes foram avaliados quanto a presengade mutacéo
em BRAF. Contudo, devido as limitacGes técnicas e logisticas inerentes ao
sequenciamento, até o0 momento foi analisada a presenca de mutacdo nos genes NRAS e
TERT em 87 e 84 amostras, respectivamente.

A Tabela 1 apresenta a classificacdo histopatoldgicas das lesdes diagnosticadas. A
maioria dos tumores incluidos foram diagnosticadas como CPT (96,43%). Deste grupo,
62,04% (67/112) apresentavam a forma classica deste tipo de lesdo. Foi detectada a
mutacdo BRAFV600E em 53,57% (60/112) dos casos. Considerando a presenca de
alteracdes em NRAS, 6 dos 87 pacientes avaliados (6,89%) apresentaram a mutacdo
NRASQG61R, enquanto que no promotor TERT foi identificada a mutacdo C228T em 3 das
84 amostras avaliadas (3,57%).

As caracteristicas histopatoldgicas dos carcinomas estdo expressas na Tabela 2. A

maior parte dos tumores apresentava até 1 cm de tamanho (37,5%) ou média entre 1 e 2
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cm (40,18%). Observou-se as seguintes frequéncias de achados histopatologicos nos
tumores: presenca de linfonodos (29,46%), presenca de multicentricidade (23,21%),
invasdo vascular (33,93%), presenca de extensdo extratiroideia (20,54%), margens
comprometidas (2,68%), alto risco de recorréncia (9,82%).

A Classificagdo Bethesda esté ilustrada na Figura 2. A maioria das lesdes malignas
foi classificacdo como Bethesda V (68,75%).

O marcador BRAFV600E foi detectado apenas em tumores papilifero (P = 0,043),
ocorrendo em 55,56% dos tumores avaliados (Figura 2).

A Tabela 3 expressa a frequéncia de detec¢do do marcador BRAFV600E de acordo
com os achados histopatoldgicos. Observou-se que a frequéncia de BRAFV600E foi
estatisticamente mais elevada (P = 0,033) em tumores com tamanhao maior que 1 até 2
cm (68,89%). Houve maior frequéncia deste marcador em tumores com invasdo vascular
(P = 0,033), com extensdo extratireoidea (P = 0,008) e em lesbes classificadas como
Bethesda V e VI (P = 0,002).

A Tabela 4 apresenta a descri¢cdo dos casos com identificacdo de TERT C228T nas
amostras avaliadas. Observou-se deteccdo de simultanea de BRAFV600E em 2 das 3 da
amostra positivas para TERT C228T. A presenca de linfonodos, multicentricidade invaséo
vascular, extensdo foi detectada nas amostras que havia deteccdo de ambos os fatores
genéticos. Risco Alto e Bethesda VI foi observado nas amostras com deteccdo dos dois
fatores. Além disso, ndo foi detectado NRAS Q61R em nenhuma das 3 amostras.

A andlise de predicdo dos fatores moleculares para a presenca dos achados
histopatoldgicas esta expressa na Tabela 5. Os coeficientes ajustados mostraram que a
presenca de mutacdo BRAFV600E foi relacionada presenca de extensdo extratireoidiana
(Coeficiente = 0,252; P = 0,015) e maior grau Bethesda (Coeficiente = 0,173; P = 0,028),
NRASQG61R foi relacionada a menor tamanho tumoral (Coeficiente = -799; P = 0,014) e
grau mais baixo de PAAF (Coeficiente = -0,300; P = 0,038). Além disso, a alteracdo TERT
C228T foi associada a maior tamanho de tumor (Coeficiente = 1,074; P = 0,012) e

aumento do risco de recorréncia (Coeficiente = 0,780; P = 0,042).

o1



Tabela 1. Distribuicéo do tipo histopatolégico da amostra de carcinoma diferenciado

de tireoide incluida no estudo.

Variaveis n (%)

Tipo histopatoléogico

Carcinoma papilifero 108 (96,43)

Carcinoma folicular 3 (2,68)

Carcinoma de células de Hurtle 1 (0,89)
Variante histoldgica (Carcinoma papilifero)

Classica 67 (62,04)

Folicular 34 (31,48)

Células altas 4 (3,70)

Células colunares 3 (2,78)
BRAFV600E

Positivo 60 (53,57)

Negativo 52 (46,43)
NRASQ61R

Positivo 6 (6,89)

Negativo 81 (93,11)
TERT C228T

Positivo 3 (3,57)

Negativo 81 (96,43)
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Tabela 2. Caracteristicas histopatoldgicas do carcinoma diferenciado de tireoide.

Variaveis n (%)

Tamanho do tumor

Até 1cm 42 (37,50)

Maior que 1 cm até 2 cm 45 (40,18)

Maior que 2 cm até 4 cm 19 (16,96)

Maior que 4 cm 5 (4,46)

Sem informagéo 1 (0,89)
Linfonodo

Presente 33 (29,46)

Ausente 62 (55,36)

Sem informacéo 17 (15,18)
Multicentricidade

Sim 26 (23,21)

Né&o 74 (66,07)

Sem informacéo 12 (10,71)
Invaséo vascular

Sim 38 (33,93)

Né&o 72 (64,29)

Sem informacéo 2 (1,79)
Extenséo extratiroideia

Sim 23 (20,54)

Né&o 88 (78,57)

Sem informagéo 1 (0,89)
Margens livres

Livre 108 (96,43)

Comprometida 3 (2,68)

Sem informagéo 1 (0,89)
Risco de recorréncia

Baixo 66 (58,93)

Intermediario 33 (29,46)

Alto 11 (9,82)

Sem informagéo 2 (1,79)
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B Bethesdal (0,89%)

Bl Bethesdall (2,68%)

B Bethesda lll (0,89%)

B Bethesda IV (5,36%)

0 Bethesda V (68,75%)

Total=112 B Bethesda VI (12,50%)
B Sem informac&o (8,93%)

Figura 1. Distribuicéo das lesdes de tireoide de acordo com a Classificagdo Bethesda.

BRAF V600E (P = 0,043)

100

ll Positivo
80 l Negativo

707

50+
40

Percentual (%)
T

20
10+

Papilifero N&o Papilifero
Tipo de carcinoma de tireoide

Figura 2. Distribuigéo da presenca de BRAF V600E de acordo com o tipo de carcinoma
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de tireoide.
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Tabela 3. Distribuicédo da presenca de BRAF V600E de acordo com as caracteristicas

identificadas no exame histopatoldgico.

BRAF V600E
Variaveis Positivo Negativo P valor
N (%) N (%)

Tamanho do tumor 0,033*
Até 1cm 19 (45,24) 23 (54,76)

Maior que 1 cm até 2 cm 31 (68,89) 14 (31,11)
Maior que 2 cm 10 (41,67) 14 (58,33)

Linfonodo 0,329
Presente 21 (63,64) 12 (36,36)

Ausente 33 (53,23) 29 (46,77)

Multicentricidade 0,262
Sim 17 (65,38) 9 (34,62)

Né&o 39 (52,70) 35 (47,30)

Invaséo vascular 0,033*
Sim 26 (68,42) 12 (31,58)

Né&o 34 (47,22) 38 (52,78)

Extensdo extratiroidea 0,008*
Sim 18 (78,26) 5 (21,74)

Né&o 42 (47,73) 46 (52,27)

Margens livres 0,593
Livre 59 (54,63) 49 (45,37)
Comprometida 1 (33,33) 2 (66,67)

Risco de recorréncia 0,214
Baixo 31 (46,97) 35 (53,03)
Intermediario 20 (60,61) 13 (39,39)

Alto 8 (72,73) 3 (27,27)

Bethesda 0,002*
lalVv 1 (9,09) 10 (90,91)

VeVl 53 (58,24) 38 (41,76)

*Diferencas estatisticamente significantes (P < 0,05).
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Tabela 4. Descricdo dos achados histopatologicas nos trés casos com deteccdo de TERT C228T.

Avaliagao histopatologicos

BRAF 3 . _
Amostra _ . Invaséo Extenséo Risco de
V600E Tamanho Linfonodo Multicéntrico o Margens . Bethesda
vascular extratiroidea recorréncia
Amostra 37 Positivo >2cm Ausente Néao avaliado Sim Sim Livre Alto Vi
Amostra39 Positivo >2cm Presente Sim Néao Néao Livre Alto Vi
Néao Livre Baixo N&o avaliado

Amostra50 Negativo >2cm  Nd&oavaliado Nao avaliado Né&o
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Tabela 5. Modelos de regressao linear maltipla dos fatores moleculares na predigédo
dos desfechos histopatoldgicas avaliados.

Variaveis R2 Coef|C|en:[e P valor
de regresséo
Desfecho tamanho do tumor 0,150
BRAFV600E -0,060 0,714
NRASQ61R -0,799 0,014*
TERT C228T 1,074 0,012*
Desfecho multicentricidade 0,051
BRAFV600E 0,038 0,718
NRASQ61R 0,007 0,970
TERT 228 0,769 0,074
Desfecho invasao vascular 0,081
BRAFV600E 0,197 0,076
NRASQ61R -0,259 0,217
TERT C228T -0,058 0,834
Desfecho extensao extratireoidiana 0,102
BRAFV600E 0,252 0,015*
NRASQ61R -0,155 0,425
TERT C228T 0,008 0,973
Desfecho margens comprometidas 0,014
BRAFV600E -0,039 0,380
NRASQ61R -0,063 0,457
TERT C228T -0,037 0,740
Desfecho risco de recorréncia 0,132
BRAFV600E 0,256 0,090
NRASQ61R -0,381 0,183
TERT C228T 0,780 0,042*
Desfecho presenca de linfonodo 0,044
BRAFV600E 0,056 0,652
NRASQ61R -0,304 0,194
TERT C228T 0,138 0,685
Desfecho grau PAAF 0,162
BRAFV600E 0,173 0,028*
NRASQ61R -0,300 0,038*
TERT C228T 0,026 0,909

R2 = Coeficiente de determinagdo. *Diferencas estatisticamente significantes (P < 0,05) .
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Discusséo
O cancer diferenciado da tireoide (CDT) representa a grande maioria dos canceres

nessa glandula e sua incidéncia tem aumentado vertiginosamente nas Ultimas trés décadas
(Brito et al., 2015). O predominio do sexo feminino observado em nossa casuistica
corrobora o estudo de Salamanca et al (2018) onde foi verificado um diagndéstico de CT
trés vezes maior em mulheres.

O tipo mais frequente de CT nesse estudo foi o CPT (96,43%), semelhante aos
dados publicados na literatura (Colonna et al. 2015). Em um estudo retrospectivo de
36.725 pacientes, encontrou que o CPT foi diagnosticado em 91% dos casos e 0
carcinoma folicular em 9% dos casos restantes (Oyer et al. 2014).

Na nossa casuistica, foi detectada presenca de BRAFV600E em 53,57% dos casos
de CT, sendo todos tumores do tipo CPT. Levando-se em consideracdo apenas esse tipo
histologico, a frequéncia de BRAFV600E foi 55,55% (60/108). Dados da literatura
mostram que a prevaléncia dessa alteracdo genética no CPT é extremamente variada,
oscilando entre 27,3 a 90,2% (Tufano et al. 2012; Vuong et al. 2017). Diante dessa ampla
variacdo de dados, nos ultimos anos, estudos em diferentes populacbes e areas
geogréficas, tém sido realizados a fim de esclarecer a prevaléncia da mutacédo
BRAFV600E nas amostras de CPT (Fugazzola et al., 2006).

Considerando o impacto de BRAFV600E sobre pardmetros histopatoldgicos em
nosso trabalho, verificou-se uma estreita associacdo desse marcador com tamanho
tumoral, invasdo vascular, EET, e maior grau Bethesda na PAAF, sendo esse, portanto,
um potencial marcador prognostico especifico de CPTs.

O tamanho do tumor é um fator prognostico muito discutido, especialmente no
CPT, e a investigacdo e o tratamento de pequenos nddulos tireoidianos sao abordados de
forma diferente em alguns estudos (Huang, 2016). Portanto, a investigacdo da presenca
de BRAFV600E pode ser importante para um direcionamento terapéutico mais adequando
desses microtumores.

Ao associar classificagdo sistema Bethesda e a mutacdo BRAFV600E obtivemos
significancia estatistica (P = 0,002) para o diagnostico suspeito de malignidade (Bethesda
V). Estudos em citologia mostra uma alta concordancia entre estes, indicando o potencial
desse marcador no auxilio diagndstico citologico (Park., et al 2016).

Em nossa casuistica, 20,54% dos pacientes apresentaram a extensao
extratireoidiana (EET) sendo esta considerada um importante fator de mau progndéstico

no CPT. Uma meta-analise avaliou estudos com 7951 pacientes, verificou que 25,9% dos
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pacientes tiveram EET minima e se relacionou com maior RR quando comparado com
aqueles sem EET (RR = 1,70, IC 95%: 1,26-2,28) (Yin et al. 2016). Quando analisada a
relacdo entre BRAFV600E e EET em nossos pacientes, foi observada uma estreita
associacao entre ambas variaveis (P = 0,008). Frente a esses fatos podemos inferir que a
presenca da mutacdo BRAFV600E esta relacionada a um pior prognéstico em CPTs. Tais
achados estdo de acordo com estudos prévios onde a presenca de alteracdo nesse gene
também foi associada a caracteristicas classicas de agressividade tumoral como a EET
(Nikiforova et al., 2003: Rivera et al., 2010).

Considerando as alteragdes no promotor TERT, ndo foi encontrada nenhuma
mutacdo na posicdo C250T. Entretanto, no grupo de portadores da mutacdo C228T foi
verificado alto risco de recorréncia (P = 0,002) e tumores maiores (P = 0,014), indicando
pior progndstico da doenca (Liu, 2013). Outras investigacdes também tém sugerido uma
associacdo do TERT C228T com risco de recorréncia de CT (Liu, X. et al, 2013; Vinagre
et al, 2013). Segundo esses autores, essa mutacdo do TERT estaria associada a tumores
clinicamente agressivos e de mau prognostico, principalmente em casos de CPT (Melo et
al, 2014).

Em relacdo a presenca simultanea das mutacdes BRAFV600E e TERT C228T,
verificou-se a coexisténcia de ambas alteragcbes em dois pacientes analisados. Xing et al.
(2014) observaram que casos de CPT com coexisténcia de ambas alteracdes se
apresentavam clinicamente mais agressivos, desenvolvendo maiores taxas de recorréncia
quando comparados aos tumores que possuiam apenas uma da mutacao. Alguns estudos
também tém sugerido que a presenca de mutacdes da regido promotora do TERT poderia
promover e auxiliar no surgimento de alteracdes genéticas adicionais, tais como amutacdo
BRAFV600E (Landa et al, 2013; Liu, X. et al, 92 2014b).

Uma metanalise, Moon et al. analisou o papel das mutagdes BRAFV600E e TERT
C228T no prognostico de paciente com CPT e verificou que a mutagdo TERT isolada tem
pouco impacto; no entanto, existe uma forte relacdo da associacdo dessas duas mutacGes
com um pior progndstico, inclusive com maior mortalidade. Varios estudos relataram que
mutacfes no promotor TERT estdo associadas a caracteristicas clinico-patoldgicas
agressivas, especialmente quando mutacdes BRAFV600E também foram identificadas,
pacientes com estas mutacbes sd80 mais propensos a desenvolver persisténcia ou
recorréncia tumoral (Jin et al., 2016; Xing et al., 2014). No entanto, outro estudo observou
resultados contrastantes (De Biase et al., 2015).

Em relacdo ao gene NRAS, 5,6% dos pacientes com CT - exclusivamente CPT -
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apresentaram positividade para a variante CAA > CGA (Q61R) no cdédon 61. Essa
frequéncia de mutacdo em nosso estudo parece inferior ao relatado por investigacdes
previas onde tal alteracdo foi identificada em 10 a 20% de CPT (variante folicular), 40 a
50% de CFT e 20 a 40% de carcinomas anaplasicos (Capella 1991, Nikiforov, 2008). Um
aspecto interessante em nossos achados foi a associacdo da mutacdo NRASQ61R a um
menor tamanho tumoral (P=0,024) e ao e grau mais baixo da PAAF, o que tenderia a
reduzir a indicacdo dessa alteracdo como marcador de pior prognostico.

Diante desse contexto, 0s nossos achados encorajam a ampliacdo da investigacéo
de mutacdes nos genes BRAF e TERT como potenciais marcadores geneéticos de
prognostico associados a estratificacdo de risco visando a obtencdo de maior

racionalidade nas decisOes terapéuticas.
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Apresentacédo do Projeto:

Introducéo

O cancer de tireoide é a neoplasia mais comum do sistema enddécrino e representa cerca de 1% de todos os
novos casos de cancer diagnosticados no mundo (Leenhardt et al., 2004; Nikiforova e Nikforov, 2008). No
Brasil, dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) mostram que os tumores da tireoide ocupam a quinta
posi¢éo entre as neoplasias com maiores incidéncias em mulheres (Brasil, 2014). Embora o cancer de tireoide
geralmente apresente um prognéstico favoravel, a taxa de mortalidade por essa neoplasia tem se elevado nas
Gltimas décadas (Leenhardt et al., 2004; Brito et al., 2011; Santos et al., 2015). Aproximadamente 90% dos
tumores tireoidianos primarios sédo do tipo epitelial originado de células foliculares (Haugen et al., 2016).
Levando-se em consideracdo seu grau de diferenciacdo celular, os carcinomas da tireocide podem ser
classificados em diferenciados (CDT), pouco diferenciados (CPDT) e anaplasicos (CAT). Os CDT incluem os
carcinomas papilifero (CPT) e folicular (CFT) que representam aproximadamente 80% e 15% das neoplasias
tireoidianas Respectivamente. Os CPDT e CAT incluem menos de 5% dos casos de cancer de tireoide e sédo
considerados os tipos tumorais mais agressivos (Hundahl et al., 1998). Estudos observacionais por meta-
andlise tém apontado a obesidade como um fator de risco para o desenvolvimento de cancer de tiroide.
Segundo esses estudos, pessoas obesas possuem 55% mais risco de desenvolver esse tipo tumoral em
comparacao a pessoas ndo obesas. Entretanto, esses trabalhos ndo identificaram os mecanismos celulares

e moleculares envolvidos nessa associacao.
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Com o objetivo de elucidar os mecanismos moleculares implicados na oncogénese da tireoide, diferentes
estudos tém evidenciado um conjunto de alteracdes genéticas (mutacdes, translocacdes, amplificacdes e
aumento do numero de copias de genes) e epigenéticas (alteracdo do status de metilagdo génica) envolvidas
na hiperativacdo da via de sinalizagdo proteino-quinases ativadas por mitégenos (MAPK) nos tumores
tireoidianos (Nikoforova et al., 2013; Liu et al., 2014). No CPT, muta¢c®es pontuais no gene BRAF parece ser
o principal mecanismo de desregulacdo da via MAPK enquanto que, no CFT, acredita-se que 0 processo
oncogénico seja mediado majoritariamente por muta¢des no gene RAS. Em relagdo aos CPDT e CAT, além
das mutacdes acima mencionadas, alteracdes adicionais nos genes TP53 sdo apontadas como responsaveis
pela perda de controle da proliferacdo celular (Nikiforov, 2011).0 gene BRAF localiza-se no cromossomo 7
(7q34), possui 20.622 pares de bases (bp) e é composto por 18 exons. A proteina codificada por esse gene,
denominada BRAF, possui 766 aminoacidos e atua como efetora intracelular da cascata de sinaliza¢éo da via
MAPK. A ativacdo dessa via € desencadeada pela fosforilagdo de RAS e subsequente ativagédo de alvos da
cascata MAPK. Mutac6es em BRAF podem estar presentes em 40 a 45% dos CPT (Kimura el al., 2003; Xing,
2013). A principal alteracéo envolvendo BRAF em cancer de tireoide é caracterizada por uma mutagéo que
leva a troca do aminoacido valina pelo acido glutamico no residuo 600 da proteina (BRAFV600E). Apesar de
ser observada tipicamente em CPT, a mutacdo BRAFV600E também tem sido reportada em formas mais
agressivas de tumores tireoidianos como o CPDT e CAT, sobretudo nos subtipos tumorais contendo areas
bem diferenciadas. Tal observacdo sugere que a mutacdo BRAFV600E possa ser um evento inicial na
tumorigénese tireoidiana (Begum et al., 2004). Alguns trabalhos tém evidenciado associagdo positiva entre
presenca de BRAFV600E e caracteristicas de pior prognéstico (Namba et al., 2003; Liu et al., 2014).
Entretanto, outros autores ndo observaram relacdo entre tal mutacdo e aspectos clinicopatologicos
desfavoraveis e recorréncia tumoral, questionando o potencial uso de BRAFV600E como marcador
progndstico (Jinih et al., 2016).A familia de genes RAS inclui os membros HRAS, KRAS e NRAS. As proteinas
RAS séo funcionalmente relacionadas a proteina G e desempenham papel crucial no controle da proliferagéo
celular por meio da transduc¢éo de sinais e ativacao das vias MAPK e PI3K/AKT (Downward, 2003). Mutacdes
em RAS, especialmente envolvendo codons 12/13 e 61, sdo predominantemente observadas em tumores de
tireoide (Nikiforov, 2011). A frequente ocorréncia de tais alteragdes em adenomas foliculares, presumidamente uma
lesdo pré-maligna, sugere que a hipeativacdo dessa via também possa ser um evento iniciador da oncogénese
tireoidiana (Xing, 2013). Alguns estudos tém mostrado que mutacdes de RAS em carcinomas detireoide podem

estar associadas a desdiferenciagcaoe
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comportamento metastatico (Garcia-Rostan et al., 2003; Basolo et al., 2006). Desse modo, acredita-se que as
informacdes sobre tais alteracBes possam ser importantes no prognéstico dos tumores (Xing,2013).
Localizado no brago curto do cromossomo 17, o gene TP53 é composto por 11 éxons e codifica uma
fosfoproteina de 393 aminoacidos denominada p53. Essa proteina desempenha relevantes fungfes em
eventos celulares como proliferacéo, diferenciacédo, apoptose e reparo do DNA (Peller & Rotter, 2003). Das
mutacdes somaticas em TP53 registradas na base de dados da Agéncia Internacional para a Pesquisa do
Cancer (IARC), 94,2% encontra-se entre 0os éxons 5 e 8 (Petitjean et al., 2007). Alteragbes em TP53 e
consequente perda de funcdo da proteina codificada por este gene parecem ser um evento chave no
estabelecimento de outras neoplasias humanas (Magalhaes et al., 2015). Em cancer de tireoide, mutacdes de
TP53 sdo relatadas em 60 a 80% dos CAT e 15 a 30% dos CPDT sugerindo que esse seria um evento tardio
no processo de tumorigénese (Fagin et al., 1993; Ho et al., 1996). A inativacao de TP53 pode levar a perda
de diferenciagéo celular e aceleracdo crescimento tumoral sendo um possivel marcador de progresséo tumoral
para formas agressivas (Nikiforov 2008). Sob o ponto de vista clinico, a presenca de nddulo tiroidiano
representa uma importante evidencia de doenga neoplasica. A técnica de pungdo aspirativa por agulha fina
(PAAF) tem despontado como uma ferramenta crucial na identificacdo de nddulos malignos (Cooper et al.,
2009; Jinih et al., 2016). Para a classificagdo consensual dos achados citolégicos obtidas pela PAAF, o
National Cancer Institute (NCI) introduziu o sistema Bethesda, permitindo a realizacdo de inferéncias sobre a
probabilidade de carcinoma (De Lellis et al., 2004). Apesar de possuir elevada sensibilidade e especificidade,
a PAAF possui limitagbes na definicAo de malignidade em tumores bem diferenciados. A presenca de
resultados falso-negativos pela PAAF também representa dificuldades no prognostico de neoplasias
foliculares (Junih et al., 2016). Diante desse contexto, a analise de alteracdes em genes envolvidos nas vias
MAPK, PI3K e p53 (como o BRAF, TP53 e familia RAS) pode representar uma importante ferramenta para
auxilio diagndstico e avaliagao progndstica de malignidade na tireoide. A utilizagdo de dados moleculares na
pratica clinica podera facilitar a identificacdo precoce de cancer em nédulos tireoidianos bem com a tomada
de decisdo terapéutica mais adequada.

Hipétese:

Pacientes apresentando quadro clinico e laboratorial de obesidade e diabetes melito, possuem maior
predisposi¢cdo ao desenvolvimento de carcinomas epiteliais da tiroide. A presenca de mutacdo nos genes
BRAF, familia Ras e\ou TP53 indica mau prognostico em pacientes com tumores tiroidianos.
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Metodologia Proposta:

Local e Periodo: A presente pesquisa sera desenvolvida por meio de parceria envolvendo o HUUFMA e o
HCAB, situados na cidade de S&o Luis, no Maranh&o.O atendimento clinico aos pacientes, pesquisa de
prontuarios e puncdes aspirativas por agulha fina (PAAF) seréo realizados pelo Servico de Endocrinologia
do HUUFMA. Os procedimentos cirlrgicos para remogdo dos tumores de tireoide ocorrerdo no HCAB.
Participantes do estudo Serd@o incluidos pacientes, de ambos o0s sexos, assistidos pelo Servico de
Endocrinologia do HUUFMA com diagnéstico ou suspeita de carcinoma epitelial de tiroide.Revisdo de
prontuarios: Alguns dados clinicos e demograficos serédo coletados a partir dos prontuarios de atendimento
dos pacientes acompanhados pelo Servico de Endocrinologia do HUUFMA. Ser&o preenchidas fichas
protocolares com os seguintes dados demograficos e clinicos de cada paciente. Avaliacao clinica e laboratorial
de obesidade e sindrome metabdlica:Os voluntarios desse estudo serdo atendidos no Centro de Pesquisa
Clinica do HUUFMA (CEPEC) do HUUFMA onde passaréo por avaliacao clinica das seguintes variaveis: peso
(kg), altura (cm), circunferéncia abdominal (cm) e didmetro de pescoco (cm). Também no CEPEC sera
coletada amostra de sangue e enviada ao laboratério INLAB onde serdo realizados exames bioquimicos e
hormonais. Coleta de amostras citolégicas e teciduais: As amostras citolégicas obtidas por PAAF e os tumores
retirados por cirurgias que sao retrospectivos a esta pesquisa encontram-se armazenados em blocos de
parafina na Unidade de Anatomia Patologica do HUUFMA. Em relagdo ao material para estudo prospectivo,
0s tumores, amostras citoldgicas e teciduais seréo coletadas tanto no HUUFMA quanto no HCAB e destinados
a exames histopatoldgicos, bioquimicos e genéticos. Andlise histopatoldgica: Para a avaliagdo morfoldgica e
confirmacgdo do diagnostico, os espécimes fixados e emblocados em parafina serdo submetidos a cortes
histolégicos com 4um de espessura e posteriormente corados hematoxilina e eosina (HE). O sistema de
Bethesda ser& utilizado para classificagdo dos achados citologicos das PAAF, enquanto que as amostras
tumorais obtidas de cirurgia seréo classificadas por parametros definidos pela Classificacdo da OMS (De Lellis
et al., 2004; Cibas e Ali, 2009). Extracdo de acidos nucléicos. Para a extracdo de material genético, diferentes
estratégias serdo estabelecidas de acordocom o tipo de tecido a ser utilizado.O isolamento de DNA de tecido
incluido em parafina sera efetuado a partir 40 mg de amostra por meio do kit especifico. Andlise de mutacdes
em BRAF, TP53 e familia RASPara a andlise da mutagdo em BRAF, familia Ras e TP53 as reagfes de PCR
serdo composta por tampaol10X,2,4 mM de MgCl2, 0,24 mM de cada dNTP, 0,15 M de ambos primers senso
e anti-senso, 1 unidade de Taq DNA polimerase e 50ng de DNA genémico. As reac8es de amplificacédo
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ocorrerdo em termociclador e os produtos de PCR seréo visualizados em gel de agarose 2% e posteriormente
sequenciados pelo método de terminacao de cadeia dideoxi. Os eletroferogramas obtidos pelosequenciamento
serdo editados utilizando os programas especificos. Avaliagdo imuno-histoquimica Para verificar o efeito do
status de TP53 em relacéo a expressao tecidual da p53 e seu impacto sobre o controle dociclo celular, as
laminas contendo cortes histolégicos de tecido tireoidiano dos pacientes estudados serdo submetidas a
técnica de imuno-histoquimica. Alteracdes na expressao do marcador de proliferagdo celular antigeno Ki-67
e da proteina anti-apoptoética VDAC2 também serdo avaliados por imuno-histoquimica.

Metodologia de Analise de Dados:

Os dados obtidos serédo tabulados e analisados com auxilio do programa GraphPad Prism v. 5.02. As variaveis
guantitativas serdo expressas por média = desvio padréo. A distribuicdo normal das varidveis continuas serao
comprovados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. A comparagéo dos dados entre dois grupos serd realizada
por meio do teste Mann-Whitney U. A sobrevida dos pacientes serd realizada utilizando o método de
KaplanMeier e as diferengas entre os grupos sera verificada pelo teste de Logrank.As varidveis categoricas
serdo analisadas através do teste de quiquadrado ou Fisher e as varidveis continuas através do teste t de
Student. Valores de p0,05 seréo considerados estatisticamente significativos.

Desfecho Primario: Conforme proposto neste estudo, a implementacao de tecnologias que permitam a analise
de anomalias genéticas em BRAF e na familia RAS em amostras citoldgicas obtidas por PAAF com resultados
inconclusivos podera ser um importante parametro no auxilio do diagnéstico de carcinomas diferenciados da
tireoide. Associado a esses dados, a avaliagdo de alteragdo em outros marcadores moleculares como p53,
Ki-67 e VDAC2 podera ser utilizada para estabelecimento de uma abordagem terapéutica mais apropriada ao
tipo tumoral e consequentemente um progndéstico com maior acuracia e precisdo. A andlise de marcadores
genéticos também podera ser utilizada pela equipe médica para definir a necessidade de aplicagcéo de diversas
modalidades terapéuticas, diminuindo de modo significativo a possibilidade de recorréncia tumoral primaria ou
progressao para formas mais agressivas de cancer. Tais procedimentos poderdo impactar positivamente para
escolha de tratamento eficaz com reducdo de custos com internagdo e diversos procedimentos terapéuticos
desnecessarios. Além disso, os resultados obtidos pela investigacao de alteragdes nas vias de sinalizacéo
MAPK e p53, que estdo relacionadas ao controle da proliferacéo celular, poderdo proporcionar um melhor
entendimento
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sobre o processo de oncogénese dos pacientes com carcinomas epiteliais de tireoide. A execugdo do presente
estudo permitird a elaboracdo de protocolos clinicos mais consistentes que proporcionara um melhor
acompanhamento de pacientes do Servico de Endocrinologia.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:
*Analisar os principais fatores de risco e alterag6es moleculares em tumores de tireoide.

Objetivo Secundério:
*Avaliar a presencga de obesidade, sobrepeso e sindrome metabdlica em pacientes portadores de ndédulos

tiroidiano.

*Determinar a prevaléncia de mutag¢des nos genes BRAF, HRAS, KRAS, NRAS e TP53 nos diferentes tipos
de tumores de tireoide de forma retrospectiva e também em uma nova
coorte de tumores.

*Verificar o impacto das analises moleculares em BRAF, familia RAS e TP53 nos nédulos tireoidianos com
resultados citopatoldgicos indeterminados (Bethesda l1).

*Correlacionar a presencga de obesidade e/ou sindrome metabdlica com desenvolvimento de tumor
tiroidiano, classificacdo e evolugdo clinica.

*Avaliar o status de mutagbes em BRAF, familia RAS e TP53 nas amostras tumorais correlacionando esses
achados com caracteristicas histologicas e com a evolugéo clinica dos pacientes.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

-Riscos:
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Segundo o pesquisador "O exame de sangue € um procedimento com riscos minimos, e serdo realizados
nas consultas ambulatoriais com a retirada de amostras de sangue. Essa coleta podera causar possiveis
desconforto como sangramento, manchas roxas, tontura, desmaio, infec¢@o no local do furo da agulha. O
nédulo tiroidiano é considerado de alto risco cirargico, pois pode invadir e comprimir as estruturas vizinhas e
causar alteracdes no funcionamento da tiroide. No entanto procedimento cirirgico é indicado para remocao
do nédulo tiroidiano o que se faz necessario, quando o tratamento clinico nao for eficaz. Importante ressaltar
que o tratamento cirurgia faz parte do protocolo de tratamento do paciente e que o fragmento de tiroide
removido sera utilizado para investigacdo na pesquisa, ja que o mesmo também é utilizado na rotina de anélise
patolégica. A recuperacdo da cirurgia € muito rapida, cerca de 48h, no entanto, o paciente precisa ficar
internado no hospital por alguns dias para observac¢do do funcionamento dos horménios tiroidianos no pés-
operatorio”.

- Beneficios:

Segundo o pesquisador "Esperamos que este estudo contribua com o conhecimento sobre as alteracdes
em genes associados com tumores tiroidianos. Da mesma forma esperamos entender como a obesidade e
0 sobrepeso pode estar relacionado com o desenvolvimento de carcinoma de tiroide. O estudo genético dos
tumores podera contribuir para a identificacéo e a distingdo mais apropriada do cancer de tireoide. Assim
teremos uma maior chance de investigagdo e os pacientes serdo beneficiados pelo diagndstico mais cedo e
tratamento mais eficiente, além de contribuirem para que outros pacientes sejam beneficiados com os
resultados dessa pesquisa”.

Comentérios e Considerac¢fes sobre a Pesquisa:

Os tumores de tireoide séo o tipo de cancer mais comum do sistema enddcrino. Apesar de ter prognostico
geralmente favoravel, a taxa de mortalidade por essa neoplasia tem se elevado nos ultimos anos. Aobesidade
e sindrome metabdlica parecem ser importantes fatores de risco associados ao desenvolvimento de cancer
de tiroide embora, os mecanismos moleculares para essa relagdo ndo estejam elucidados. Na busca por
melhor entendimento sobre a patogénese tumoral alguns trabalhos tém apontado uma série de marcadores
genéticos, tais como BRAF e familia RAS, como potenciais preditores de malignidade. Contudo,ainda existem
muitas controvérsias em relacao a utilizacdo desses marcadores na pratica clinica. Diante desse contexto, o

presente projeto propde-se a realizar um estudo sobre a possivel associagao entre obesidade e
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sindrome metabdlica com o desenvolvimento de carcinomas de tiroide bem como analise do perfil molecular
dos genes BRAF, familia RAS e TP53 e alteracfes de expressao tecidual das proteinas VDAC2, p53 e Ki-67
visando identificar seus valores diagndsticos e prognésticos em pacientes com tumores epiteliais da tireoide.
Amostras citologicas de nédulos e tumores Tireoidianos serdo coletadas de pacientes atendidos peloServico
de Endocrinologia do HUUFMA. Os resultados obtidos através desse estudo poderao contribuir para a identificacéo
de fatores de risco relacionados ao carcinoma de tiroide e a distincdo mais apropriada de hiperplasias
nodulares, lesdes pré-malignas e carcinomas de

tireoide, permitindo uma abordagem medicamentosa adequada e intervencéo cirdrgica oportuna.

Consideracgdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria:

O protocolo apresenta documentos referente aos "Termos de Apresentacdo Obrigatdria": Folha de rosto,
Orgcamento financeiro detalhado, Cronograma com etapas detalhada, Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido ( TCLE), Autorizacdo do Gestor responsavel do local para a realizacdo da coleta de dados e
Projeto de Pesquisa Original na integra em Word. Atende a Norma Operacional no 001/2013(item 3/ 3.3).

O protocolo apresenta ainda as declara¢ges de anuéncia, declaracdo de responsabilidade financeira, termo
de compromisso com a utilizacdo dos dados resguardando o sigilo e a confidencialidade e termo de
anuéncia para armazenamento em biorrepositdrio.

Recomendacgdes:

Apb6s o término da pesquisa o CEP-HUUFMA solicita que se possivel os resultados do estudo sejam
devolvidos aos participantes da pesquisa ou a instituicdo que autorizou a coleta de dados de forma
anonimizada.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:

O PROTOCOLO atende aos requisitos fundamentais da Resolucdo CNS/MS n° 466/12 e suas
complementares, sendo considerado APROVADO.

Considerag@es Finais a critério do CEP:

O Comité de Etica em Pesquisa—CEP-HUUFMA, de acordo com as atribuicdes definidas na Resolu¢do CNS
n°.466/2012 e Norma Operacional n®. 001 de 2013 do CNS, manifesta-se pela APROVACAO do projeto de

pesquisa proposto.

Eventuais modificagdes ao protocolo devem ser inseridas a plataforma por meio de emendas de
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forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Relatérios

parcial e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente ap0s a coleta de dados e ao término do estudo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 16/05/2018 Aceito
do Projeto ROJETO_1077712.pdf 11:35:44
Outros carta_resposta.pdf 16/05/2018 | MARCELO Aceito
11:34:47 MAGALHAES SILVA

Projeto Detalhado / | projeto_tireoide_ CEP_V2.doc 15/05/2018 [ MARCELO Aceito

Brochura 19:40:44 | MAGALHAES SILVA

Investigador

TCLE/Termos de [ Dispensa_TCLE.pdf 15/05/2018 | MARCELO Aceito

Assentimento / 19:38:45 | MAGALHAES SILVA

Justificativa de

Auséncia

TCLE/Termos de | TCLE_RETROSPECTIVO.pdf 15/05/2018 [ MARCELO Aceito

Assentimento / 19:38:03 | MAGALHAES SILVA

Justificativa de

Auséncia

TCLE/Termos de |TCLE_PROSPECTIVO.pdf 15/05/2018 | MARCELO Aceito

Assentimento / 19:37:44 | MAGALHAES SILVA

Justificativa de

Auséncia

Cronograma CRONOGRAMA .pdf 15/05/2018 | MARCELO Aceito
16:41:31 MAGALHAES SILVA

Outros Aceite_ HCAB.pdf 08/03/2018 | Manuel dos Santos Aceito
15:31:08 | Faria

Outros Parecer_COMIC.pdf 08/03/2018 [ Manuel dos Santos Aceito
15:28:23 | Faria

Orgamento ORCAMENTO.pdf 08/03/2018 | Manuel dos Santos Aceito
15:27:03 | Faria

Declaragao do Patrocinador.pdf 08/03/2018 | Manuel dos Santos Aceito

Patrocinador 15:25:33 | Faria

Declaragao de Biorrepositorio.pdf 08/03/2018 [ Manuel dos Santos Aceito

Manuseio Material 15:25:06 | Faria

Biologico /

Biorepositorio /

Biobanco

Outros Responsabilidade_financeira.pdf 08/03/2018 | Manuel dos Santos Aceito
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Outros Responsabilidade_financeira.pdf 15:21:17 | Faria Aceito

Declaragéo de dados_e_publica.pdf 08/03/2018 | Manuel dos Santos Aceito

Pesquisadores 15:19:40 |Faria

Declaracéo de anuencia_participantes.pdf 08/03/2018 | Manuel dos Santos Aceito

Pesquisadores 15:17:43 | Faria

Outros Anuencia_gestor.pdf 08/03/2018 | Manuel dos Santos Aceito
15:16:57 | Faria

Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 08/03/2018 | Manuel dos Santos Aceito
15:05:48 | Faria
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Patient: Female, 26-year-old
Final Diagnosis:  Juvenile hemochromatosis type 2A
Symptoms: Abdominal pain « adynamia « amenorrhea o arthralgia « dark skin « diabetic ketoacidosis  dyspnea
edema of lower limbs e hair loss

Medication: —

Clinical Procedure: Genetic analysis « hepatic biopsy e iron chelation « magnetic resonance imaging ¢ phlebotomy
Specialty: Endocrinology and metabolic « Hematology
Objective: Rare disease

Background: Juvenile hemochromatosis is a rare genetic disease that leads to intense iron accumulation. The disease onset
usually occurs before the third decade of life and causes severe dysfunction in various organs. The most clas-
sical clinical findings are hypogonadotropic hypogonadism, cardiomyopathy, liver fibrosis, glycemic changes,
arthropathy and skin pigmentation. However, secondary hypothyroidism is not reported in these patients.
Juvenile hemochromatosis has an autosomal recessive inheritance and might be type 2A or type 2B, due to
mutation in either the hemojuvelin gene (HJV) or hepcidin antimicrobial peptide (HAMP) gene.

Case Report: A 26-year-old female patient was admitted with a recent history of diabetic ketoacidosis. Three months after that
admission, she presented with arthralgia, diffuse abdominal pain, adynamia, hair loss, darkening of theskin
and amenorrhea. Severe iron overload was found and findings in the hepatic biopsy were compatible with
hemochromatosis. An upper abdominal magnetic resonance imaging (MRI) showed iron deposition in the liver and
pancreas and pituitary MRI exhibited accumulation on the anterior pituitary. After 16 months the patient presented
with dyspnea and lower limb edema, and cardiac MRI indicated iron deposition in the myocardium.The patient
was diagnosed with juvenile hemochromatosis presenting with hypogonadotropic hypogonadism, cardiomyopathy,
insulin-dependent diabetes mellitus, and secondary hypothyroidism. A novel homozygous mu- tation, c.697delC,
in the HJV gene was detected.

Conclusions: We describe for the first time a severe and atypical case of juvenile hemochromatosis type 2A presenting clas-sical
clinical features, as well as secondary hypothyroidism resulting from a novel mutation in the HJV gene.

MeSH Keywords: Hemochromatosis « Hypothyroidism e Iron Overload « Pituitary Diseases
Full-text PDF: https://www.amjcaserep.com/abstract/index/idArt/923108
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Background

Juvenile hemochromatosis is a rare genetic disease that oc-
curs with an intense accumulation of iron in the body [1]. This
disease usually begins before the third decade of life [2] and
causes serious lesions in various organs [1,2].

The most classical clinical findings are hypogonadotropic hypo-
gonadism, cardiomyopathy, liver fibrosis [3,4], glycemic chang- es
[2-4], arthropathy, and skin pigmentation [3,4]. However, sec-
ondary hypothyroidism has not been reported in these patients.

Juvenile hemochromatosis has an autosomal recessive inher-
itance and may be type 2A or type 2B, due to mutation in ei-
ther the hemojuvelin gene (HJV) or hepcidin antimicrobial pep-
tide (HAMP) gene [5]. In the Human Gene Mutation Database
(HGMD) there are more than 50 mutations described in the
HJV gene.

Here, we describe for the first time a severe and atypical case
of juvenile hemochromatosis type 2A presenting classical clin-
ical features, as well as secondary hypothyroidism resulting
from a novel mutation in the HJV gene.

Case Report

A 26-year-old female patient of African descend was admit-
ted to the Endocrinology Unit, transferred from another hos-
pital, with compensated diabetic ketoacidosis. Three months
after that admission, she presented with arthralgia of the
small and medium joints, diffuse abdominal pain, adynamia,
hair loss, and darkening of the skin. The patient also reported
a 7-month history of amenorrhea.

She reported normal pregnancy and childbirth without compli-
cations 7 years ago and denied alcohol intake, smoking, and
use of illicit drugs. Her family history was positive for maternal
dyslipidemia and she also had a sister with type 2 diabetes.

The patient had dry skin and areas of discrete hyperpigmen-
tation on the face, limbs and abdomen. There were no signs
of joint inflammation and the rest of the physical examina-
tion was otherwise normal.

Biochemical analysis was performed on a fasting blood sam-
ple and are reported in Table 1.

Since severe iron overload was found through blood testing,
a hepatic biopsy was performed which showed marked depo-
sition of iron. The deposition was more pronounced in hepato-
cytes than in the Kupffer cells; these findings were compatible

This work is licensed under Creative Common Attribution-
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with hemochromatosis, and there were no signs of fibrosis
(Figure 1A, 1B).

No mutations of the HFE and HAMP genes were found. However,a
homozygous mutation, c.697delC, in the HJV gene was de-
tected (Figure 2A). This single nucleotide deletion occurred at
codon 233 (exon 4), resulting in a frameshift mutation lead-
ing to a premature stop codon at position 245 (Q233fsX245)
(Figure 2B, 2C). In silico analysis for pathogenicity prediction
using the program Mutation Taster classified this variant as
“disease causing”. The patient’s parents, one sister and her
daughter were genotyped as heterozygous carriers of the mu-
tation (Figure 2D). The patient’s husband and her other sis-
ter were identified as homozygous for the wild type allele.
According to a recent systematic literature review [5] and the
HGMD database, the mutation c.697delC (Q233fsX245) has
not been previously described.

An upper abdominal magnetic resonance imaging (MRI) showed
a slightly enlarged liver and pancreas with a reduction in vol-
ume and T2-hypointense signals in the hepatic and pancreat-
ic parenchyma; these findings were compatible with iron de-
position (Figure 3). Furthermore, a pituitary MRI also showed
a marked T2-hypointense signal and mild T1-hypointense sig-
nal in the anterior pituitary (Figure 4). The thyroid ultrasound,
electrocardiogram, echocardiogram and articular x-ray of this
patient were unremarkable.

After the diagnosis of juvenile hemochromatosis type 2A
was confirmed, the patient was referred to the Hematology
Department for frequent phlebotomies and iron chelation, andto
the Endocrinology Department where she was treated with
basal-bolus insulin and hormonal replacement with levothy-
roxine and estrogen/progesterone.

After 1 year, the patient presented with sudden malaise and
palpitations, and a supraventricular tachycardia was diagnosed
and successfully treated. After 4 months she returned to the
clinic with dyspnea and lower limb edema, and echocardio-
graphic examination showed moderate dilation of the cardiac
chambers, significant left systolic and moderate right systolic
dysfunction with pulmonary hypertension (PASP: 45 mmHg).A
cardiac MRI showed significant iron deposition in the myocar-
dium, chamber dilation, and global left ventricular dysfunction
and a discrete enlargement of the left atrium (Figures 5A, 5B).

Discussion

In this report, we demonstrated a novel mutation in the HJV
gene in a patient with classical features of juvenile hemo-
chromatosis. To the best of our knowledge, this is the first
description of central hypothyroidism with pituitary imaging
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Table 1. Laboratory tests of the patient.

Laboratory tests Result Reference range Method
Serum ferritin 8377 13-150 pg/L Colorimetric
Transferrin saturation 105 20-50% Calculated using iron and TIBC
Serum iron 46.89 6.62-25.95 pmol/L Colorimetric
Hemoglobin 12.1 12-16 g/dL Photometric
Hematocrit 35 35-47% Electrical bioimpedance
Direct coombs Negative Negative Column agglutination
Total/direct bilirubin 0.51/0.23 Up to 1.2/up to 0.4 mg/dL Colorimetric
Alkaline phosphatase 169 35-80 U/L Colorimetric
GGT 202 6-71 U/L Colorimetric
AST 217 6-46 U/L IFCC optimized
ALT 61 6-49 U/L IFCC optimized
Creatinine 0.05 0.035-0.124 mmol/L Colorimetric
Sodium 139 136-145 mmol/L Selective electrode
Potassium 4.4 3.5-5.1 mmol/L Selective electrode
Fasting glycaemia 8.65 3.33-5.49 mmol/L Enzymatic
HbA1c 5.3 4-6% HPLC
C Peptide 0.56 1.1-4.4 ng/mL ECLIA
Anti-GAD <10 <10 U/mL RIA
Calcium 2.32 2.15-2.55 mmol/L Colorimetric
Phosphorus 3.5 2.5-4.5 mg/dL Molybdate
Magnesium 0.86 0.65-1.06 mmol/L Colorimetric
Albumin 4.3 3.5-5.2g/dL Colorimetric
PTH 22 4-58 pg/mL ECLIA
Estradiol <5 >55 pg/mL ECLIA
FSH 1.63 25-134 UI/L ECLIA
LH 1.1 7.7-58 Ul/L ECLIA
PRL 233.2 101.7-487.6 mUI/L ECLIA
TSH 2.0 0.27-4.2 mUl/L ECLIA
Free T4 0.69 0.93-1.7 ng/dL ECLIA
AntiTPO 15 Up to 34 UI/mL ECLIA
Antithyroglobulin 11.02 <115 Ul/mL ECLIA
Cortisol 12.5 5.0-25.0 pg/dL ECLIA
ACTH 30 7-63 pg/mL ECLIA
IGF-1 260 103-322 ng/mL CLIA

GGT - gamma glutamyl transferase; AST - aspartate aminotransferase; ALT - alanine aminotransferase; FSH - follicle stimulating
hormone; LH - luteinizing hormone; PRL - prolactin; TSH - thyroid stimulating hormone; ACTH - adrenocorticotropic hormone;
IGF-1 - insulin-like growth factor 1; TIBC - total iron-binding capacity; IFCC - International Federation of Clinical Chemistry;
HPLC - high performance liquid chromatography; RIA - radioimmunoassay; ECLIA - electrochemiluminescence immunoassay;
CLIA - chemiluminescence immunoassay.
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Figure 1. Photomicrography of hepatic hemochromatosis. (A) Hepatic tissue with preserved lobular architecture and presence of
golden brown granular deposits within hepatocytes (indicated by the black arrow) (hematoxylin and eosin 200x); (B) Perl’s
stain showing bluish iron deposits in hepatocyte cytoplasm (indicated by the black arrow) (400x).
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Figure 2. Genetic analysis of HJV gene in a Brazilian family with juvenile hemochromatosis. (A) Electropherograms showing
homozygous wild type (wt), affected homozygous mutant and heterozygous carrier. The box indicates loss of the single
nucleotide C in the codon 233 of the HJV gene (mutation c.697delC). Polymerase chain reaction (PCR) products were
sequenced by Sanger method using the automatic sequencer AB 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). (B) Schematic representation of genomic organization of HJV gene. The novel mutation c.697delC identified in
the index case was localized in the exon 4 resulting in premature stop codon at position 245 (Q233fsX245). (C) Schematic
representation of hemojuvelin protein functional domains. The novel mutation Q233fsX245 (c.697delC) is indicated by the
arrow. SP, signal peptide; RGD, tri-amino acid motif; vWD, von Willebrand-like domain. (D) Genealogy of the family in this
study. The arrow indicates juvenile hemochromatosis index case. Open symbols represent unaffected, filled black symbols
represents affected individuals. The genotypes are shown below each family member.

compatible with iron deposition in a patient with juvenile

hemochromatosis.

The single nucleotide deletion in the c.697delC variant leads to
a frameshift mutation and produces a short-truncated protein

This work is licensed under Creative Common Attribution-
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without the glycosylphosphatidylinositol (GPI) 6-linked axon

leader molecule. The absence of GPI, a transmembrane do-
main, suggests that the mutant protein cannot be expressed on

the surface of the hepatocyte. Thus, patients homozygous for
this mutation are unable to induce hepcidin transcription [6].
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Figure 3. Magnetic resonance imaging of the abdomen,
compatible with iron deposition. Axial T1-weighted
image demonstrates marked signal reduction in both
the pancreas (indicated by the black arrow) and liver.
Signal intensity of the spleen is normal.

Figure 4. Magnetic resonance imaging (MRI) of the pituitary
gland, compatible with iron deposition MRI coronal
T2-weighted image shows the anterior lobe of the
pituitary gland with a significantly low signal (indicated
by the black arrow).
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Figure 5. Cardiac magnetic resonance imaging with significant iron deposition. (A) T2 *map shows the accumulation of iron, with
an estimated value of 9.5 ms. (B) Late enhancement sequence showing mesocardial fibrosis in the lateral wall of the left

ventricle.

Deficiency in the synthesis of hepcidin results in elevation of
plasma iron and transferrin saturation resulting in consequent iron
deposition in parenchymal cells, particularly those of the
endocrine system and cardiomyocytes that are rich in mito-
chondria and poor in antioxidant factors; therefore, these cells

are more susceptible to the oxidative stress caused by excess
iron [2,4,7]. The extent of lesions in the organs is variable and
depends on the moment of onset and the magnitude of iron
overload, which results from the extent of hepcidin deficien-
cy and the type of mutation [4]. In a recent review evaluating
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the phenotype of patients with juvenile hemochromatosis,
the median serum ferritin concentration (FS) and transfer-
rin saturation (TS) in the HJV group were 2925 pg/L and 96%,
respectively [3]. Our patient had significantly higher indexes
(FS=8377 ng/mL and TS=105%), which suggested intense con-
centration and deposition of iron in several tissues and the
generation of serious lesions in the affected organs.

The more intense and early accumulation of iron in juvenile
hemochromatosis seems to be responsible for the greater se-
verity and diversification of affected organs, especially the
heart and pituitary gland; other affected organs included the
liver, pancreas, and skin and to a lesser extent, the joints [3].
Although iron deposition has been described in all pituitary cell
lines, there is a pronounced predilection for gonadotropes, with
rare descriptions of involvement of the other lineages [5,8-11].
In our report, the patient presented the full spectrum of juve-
nile hemochromatosis lesions, with the additional finding of
secondary hypothyroidism, suggested by the low free T4 lev-
els, on more than one occasion, and inappropriately normal
thyroid stimulating hormone (TSH) under stable clinical con-
dition, negative thyroid autoimmunity and pituitary siderosis
in MRI. Secondary hypothyroidism was previously described in
rare patients with type 1 hemochromatosis and none of these
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patients presented evidence of pituitary iron deposition by
imaging methods [8,9,12-14]. Dhillon et al. [15] recently also
reported hypothyroidism in 4 patients with hereditary hemo-
chromatosis. However, in this case series there was no detailed
description of the type of hypothyroidism encountered, if pri-
mary or secondary [15].

Conclusions

We conclude that in the present case, the novel mutation
€.697delC (Q233fsX245) in the HJV gene might be related to
the high iron overload seen in this patient, leading to classi-
cal features of juvenile hemochromatosis and unprecedented
hypothyroidism secondary to thyrotrophic lesions. Juvenile he-
mochromatosis associated with HJV gene mutation should be
also considered in the differential diagnosis of multiple endo-
crinopathies which are symptomatic in young adult patients.
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