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RESUMO

Introducdo: O manejo do paciente com carcinoma diferenciado de tireoide (CDT)
refratdrio ao iodo € um desafio clinico. Em caso de progressdo da doenca,
desenvolvimento de resisténcia ao iodo radioativo e necessidade de terapia sistémica, o
conhecimento do perfil molecular do tumor e do tecido metastatico pode ser de grande
valia. Entretanto, ainda pouco se sabe e tem sido descrito sobre a analise combinada do
perfil molecular pareado do tumor primario de tireoide e de suas metastases, o padrao
de tendéncia dessas lesGes compartilharem ou ndo as mesmas anormalidades genéticas
e 0 impacto clinico desse conhecimento na conducao do paciente. Desta forma, entende-
se que o pareamento molecular de tumores primarios e metastaticos do CDT pode
fornecer subsidios para o melhor conhecimento da patogénese envolvida no processo de
metastatizacdo tumoral e, quando acessivel e indicado, contribuir na decisdo da terapia
alvo-especifica mais apropriada a cada caso.

Objetivos: Esta pesquisa teve como objetivo analisar e correlacionar os dados clinicos,
histolégicos e moleculares dos tecidos tumorais de individuos com CDT refratario ao iodo
radioativo, com foco na investigacao e caracterizacdo do perfil molecular pareado entre
0s tumores primarios e suas lesdes metastaticas. Foi também objeto deste estudo
explorar o perfil de interagcdo entre as proteinas codificadas pelos genes mutados
descritos nos tecidos tumorais dos pacientes dessa coorte com proteinas
fisiologicamente mais expressas na tireoide.

Metodologia: Neste estudo construiu-se uma coorte de 12 individuos adultos com
diagnoéstico de CDT e metéstases refratérias ao iodo radioativo, selecionados a partir de
uma amostragem de conveniéncia e em seguimento no MedStar Washington Hospital
Center ou no MedStar Georgetown University Hospital (Washington, DC — Estados
Unidos). As informacdes clinicas e histopatolégicas desse grupo foram obtidas dos
prontuéarios eletrénicos. DNA e RNA foram extraidos do tumor primario e de sitios
metastaticos. As analises moleculares foram realizadas a partir do sequenciamento de
nova geragao (NGS) utilizando-se um painel de 592 genes e da andlise de fusdes génicas
por sequenciamento de RNA. Mutagoes do promotor do gene TERT (telomerase reverse

transcriptase) foram investigadas por reacado de polimerase em cadeia (PCR) digital



microfluidica. Variantes génicas menos conhecidas foram analisadas com o uso da
ferramenta computacional PolyPhen-2 para predi¢cdo do seu impacto funcional sobre as
respectivas proteinas codificadas. O perfil de imunogenicidade dos tumores foi avaliado
a partir da andlise da expressdo do PD-L1 (programmed cell death 1 ligand) por
imunohistoquimica e do estudo de dois biomarcadores, o teste de instabilidade de
microssatélites (MSI) e a carga de mutacdo tumoral (TMB). Andlise de bioinformatica
através do banco de dados STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting
Genes/Proteins) foi realizada com o objetivo de se investigar a existéncia de uma rede
de associacfes funcionais e estruturais proteina-proteina que possam estar envolvidas
na patogénese dos tumores da tireoide.

Resultados: Dos 12 participantes do estudo, dez eram do sexo masculino. A média de
idade do grupo ao diagnéstico de CDT foi de 61+15,9 anos (variacao, 25-82 anos). Nove
individuos apresentaram CDT papilar (PTC); um, CDT folicular (FTC); e dois, CDT de
célula Hurthle (CCH). A analise do panorama genético de todos os sitios emparelhados
incluiu o estudo dos genes BRAF, NRAS, HRAS, TP53, ATM, MUTYH, POLE e NTRK,
englobando as fusdes nos genes BRAF e NTRK. BRAF V600E foi a mutagéo pontual
mais frequente entre os espécimes emparelhados dos pacientes (7/12). Destes sete
individuos, apenas um apresentou mutacdo de ponto BRAF ndo V600E (BRAF H542Y),
nao descrita previamente em CDT, além de mutacdo no NRAS (p.Q61R) em tecidos
primério e metastatico (6sseo). Este mesmo individuo, com tumor bastante agressivo e
metastases em diferentes tecidos, foi o Unico da coorte em que se detectou mutacéo do
promotor do TERT (p.C228T), no tecido metastatico analisado. Uma fus&o génica ainda
nao descrita na literatura foi encontrada em um paciente, BRAF-CEP152. As
anormalidades genéticas foram consistentes entre os sitios primario e metastatico, com
discordancia molecular encontrada em trés individuos para mutac¢des pontuais. A baixa
imunogenicidade do CDT desses pacientes foi evidenciada pelo perfil de estabilidade
encontrado no teste de MSI, pela TMB classificada como baixa a intermediaria e pela
expressdo PD-L1 ter permanecido positiva em apenas um paciente com CCH.
Concluséao: A andlise pareada das anormalidades moleculares encontradas nos genes
driver dos tumores primarios e sitios metastasticos dos individuos com CDT estudados

mostrou que apesar das mutacOes tenderem a ser concordantes, identificou-se trés



individuos que apresentaram heterogeneidade molecular entre as lesées. O padrdo de
expressao da PD-L1, da TMB e do MSI encontrados neste estudo corroboram o conceito
da baixa imunogenicidade do CDT, na maioria dos casos. Na exploracdo das
associacdes entre as proteinas codificadas pelos genes mutados descritos nas lesdes
tumorais deste estudo com as proteinas fisiologicamente mais expressas na tireoide,
observou-se forte associacdo da proteina BRAF com as proteinas HRAS, NRAS e
NTRKZ1; e forte associacdo da proteina TP53 com as proteinas HRAS, NRAS, MUTYH e
ATM. Encontrou-se também uma conexao em rede das proteinas BRAF, HRAS, NRAS,
TP53, ATM com proteinas essenciais a fisiologia da tireoide, em especial com a proteina
PAXS.

Palavras-chave: céancer diferenciado de tiredide; metastases; resisténcia ao iodo

radioativo; pareamento molecular; sequenciamento de nova geracao.



ABSTRACT

Background: The management of individuals with metastatic radioiodine-refractory
differentiated thyroid cancer (DTC) is a clinical challenge. In case of disease progression
with development of radioactive iodine resistance and need of systemic therapy, exploring
the paired genetic profile of primary tumor and its metastatic tissue may be a worthy tool.
Moreover, to the moment little is known and has been reported about the paired molecular
profile of the primary tumor and its metastases, their pattern and tendency of harboring
the same genetic abnormalities, and the clinical impact of this knowledge on the patient’s
management. So, the molecular pairing of DTC primary and metastatic lesions could
subside means for a better comprehension of some steps of the pathogenesis
mechanisms involved in tumor metastases and, when feasible and recommended,
assisting in the decision of the most appropriate target-specific therapy for each case.
Objectives: This research aimed to analyze and correlate clinical, histological and
molecular data from tumor tissues of individuals with radioactive iodine-refractory DTC,
focusing on the investigation and characterization of the paired molecular profile between
primary tumors and their metastasis. It was also the object of this study to explore the
association between the proteins coded by the mutated genes found in the tumor tissues
from the individuals in this cohort with proteins which are physiologically more expressed
in the thyroid gland.

Methodology: In this study we designed a cohort of 12 adult individuals diagnosed with
DTC and radioactive iodine-refractory metastasis, selected from a convenience sampling,
and being followed at MedStar Washington Hospital Center or MedStar Georgetown
University Hospital (Washington, DC - United States). Clinical and histopathological data
of this group were obtained from the electronic medical records. DNA and RNA were
extracted from the primary tumor and metastatic sites. Molecular analyses were
performed by next-generation sequencing (NGS) using a panel of 592 genes and gene
fusions were analyzed by RNA sequencing. Mutations of the TERT (telomerase reverse
transcriptase) gene promoter were investigated by microfluidic digital polymerase chain
reaction (PCR). Uncommon gene variants were analyzed using PolyPhen-2 software for

predicting the functional impact on the respective proteins. Protein expression of PD-L1



(programmed cell death 1 ligand) in paired tumor samples was determined by
immunohistochemistry. The biomarkers used for identification of the genomic signature of
the tumors were microsatellite instability (MSI) test and tumor mutation burden (TMB).
Bioinformatics analysis using the STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting
Genes/Proteins) database was performed in order to investigate the existence of a
functional and structural protein-protein associations network potentially related to the
pathogenesis of thyroid tumors.

Results: Out of the 12 participants, ten were male. The group mean age at diagnosis of
DTC was 61 + 15.9 years (range, 25-82 years). Nine individuals had papillary DTC (PTC);
one, follicular DTC (FTC); and two, Hirthle cell DTC (HCC). The genetic landscape of all
paired sites included BRAF, NRAS, HRAS, TP53, ATM, MUTYH, POLE and NTRK genes,
including fusions in BRAF and NTRK genes. BRAF V600E was the most frequent point
mutation among the paired specimens (7/12). Out of those seven individuals, only one
harbored a BRAF non-V600E point mutation (BRAF H542Y), not previously described in
DTC, and also a mutation in NRAS (p.Q61R) in primary and metastatic (bone) tissues.
This same individual, who presented a very aggressive tumor and metastases in different
tissues, was the only one in the cohort in whom a mutation in the TERT promoter
(p.C228T) was detected in the analyzed metastatic tissue. A novel gene fusion was found
in one patient, BRAF-CEP152. Genetic abnormalities were consistent between primary
and metastatic sites, with molecular discordance found in three individuals for point
mutations. The low immunogenicity of DTC from these patients was evidenced by the
stability profile displayed by the MSI test, by the low to intermediate level of TMB, and by
PD-L1 expression positivity observed in only one patient with HCC.

Conclusion: Paired analysis of the molecular abnormalities found in the driver genes of
the primary tumors and metastatic sites of individuals with CDT in this cohort showed that
despite the mutations tended to be concordant, we identified three individuals who
showed molecular heterogeneity between lesions. The patterns of PD-L1 expression,
TMB and MSI testing displayed in this study corroborate the concept of low
immunogenicity of DTC, in most of the cases. In the exploratory assessment of the
associations between the proteins encoded by the mutated genes described in the tumor

lesions of this study and the mainly physiologically expressed proteins in the thyroid gland,



we observed a strong association between BRAF protein with HRAS, NRAS, and NTRK1
proteins; as well as a strong association between TP53 protein with HRAS, NRAS,
MUTYH, and ATM proteins. A network connection of BRAF, HRAS, NRAS, TP53, ATM
proteins with proteins which are essential for thyroid physiology, in particular with PAX8
protein, was also found.

Keywords: differentiated thyroid cancer; metastatic; radioiodine refractory; paired

molecular profile; next generation sequencing.
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1 INTRODUCAO

O cancer de tireoide é a malignidade enddcrina mais frequente na populacao e
corresponde a aproximadamente 2,1% dos diagndsticos de cancer no mundo inteiro (1).
Estudos epidemioldgicos realizados em diferentes populacdes de todos os continentes
mostram que sua incidéncia tem aumentado. De 1990 a 2017, em ambito mundial, o
namero de casos de cancer de tireoide descobertos incidentalmente aumentou 169% e
0 numero de mortes a ele relacionados, 87%(1).

Embora tenha havido um excesso de diagnostico de tumores incidentais devido
ao amplo uso de ultrassonografia de tireoide e punc¢éo aspirativa com agulha fina (PAAF),
uma propor¢cdo substancial desse aumento no numero de casos pode ser atribuida a
fatores ambientais modificiveis, tais como obesidade e tabagismo (2-4).

Nos Estados Unidos, o cancer de tireoide é a quinta causa de malignidade mais
comum entre mulheres adultas e estima-se que tenha ocorrido mais de 52.000 casos
novos entre homens e mulheres adultos em 2020 (5).

No Brasil, dados do Instituto Nacional do Cancer projetam que, para cada ano do
triénio 2020-2022, deva surgir aproximadamente 1.830 novos casos de cancer de tireoide
entre os homens e 11.950 casos entre as mulheres adultos do nosso pais (6),
correspondendo atualmente a quinta maior causa de cancer no sexo feminino.

Em relacdo a populacdo pediatrica, dados epidemiolégicos indicam que cerca de
2% dos casos totais de cancer de tireoide acometam criancas e adolescentes (7-9). O
cancer de tiredide representa cerca de 6% dos canceres infanto-juvenis e essa faixa
etaria também vem apresentando aumento na incidéncia dessa neoplasia nas ultimas
décadas, a uma taxa de incremento estimada em 4,6% ao ano nas ultimas duas décadas.
Assim como na populacdo adulta, parte desse aumento deve refletir o achado de
individuos com neoplasia clinicamente silenciosa, maior sensibilidade dos exames de
imagem e seu uso mais frequente (8, 10).

O carcinoma diferenciado de tir6ide (CDT) representa cerca de 90% de todos os
casos de cancer de tiredide. Sob essa denominacéo inclui-se o carcinoma papilar de
tiréide (CPT), o carcinoma folicular de tirdide (CFT) e o carcinoma de células Hirthle
(HTC) (11).
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A maioria dos pacientes com CDT apresenta um bom progndstico apds tratamento
apropriado, que envolve a remogao cirargica do tumor e a terapia com iodo radioativo em
casos selecionados (12, 13). No quadro geral, a taxa de sobrevida em cinco anos dos
pacientes com cancer de tireoide € de 98%, indice esse que depende de uma série de
fatores, como o tipo de tumor e o estagio da doenca ao diagndstico.

Na faixa etaria pediatrica a doenca tende a ser mais agressiva e diagnosticada em
estagio mais avancado que em adultos, devido, ao menos em parte, as diferencas
biolégicas e moleculares subjacentes. Entre essas diferencas sdo descritas a maior
prevaléncia de fusGes génicas, atingindo 50 a 60% dos pacientes pediatricos, contra uma
taxa de 15% entre adultos, e a menor frequéncia de mutag¢des pontuais, que acometem
cerca de 30% das criancas e cerca de 70% dos adultos (7, 14).

Estima-se que 6 a 20% dos pacientes adultos com CDT desenvolvam metastases
a distancia, condicdo que pode impactar o prognostico desses individuos a longo prazo,
particularmente quando as lesdes se tornam nao responsivas ao iodo radioativo (15-17).

A conducao do paciente com CDT metastatico refratario ao iodo radioativo pode
ser um desafio diagnéstico e terapéutico. Em contraste com a doenca metastatica em
outros tipos de cancer nao-tirdide, os pacientes com CDT metastatico geralmente tém
uma progressao lenta de sua doenca e 0 manejo pode consistir em espera sob vigilancia
(12). No entanto, h4 uma proporcdo desses pacientes que, eventualmente, teréo
progressdo mais rapida e agressiva de sua doenca metastatica, tornando-se candidatos
a terapia alvo-molecular (11, 18), que atualmente € uma realidade acessivel aos
pacientes em alguns poucos centros de assisténcia publica em nosso pais, porém mais
acessivel em um namero maior de centros médicos na América no Norte e na Europa.

Apesar da maior incidéncia de cancer de tiredide ser no sexo feminino, os dados
literarios mostram que os homens com CDT s&@o mais propensos a apresentar doencas
mais avancadas e padrdes histologicos mais agressivos (19).

Os processos bioldgicos que resultam no crescimento tumoral, desenvolvimento
de metastases e de refratariedade a terapéutica podem decorrer de alteracdes nos
padrées de expressao génica nas células desses tecidos, seja do tumor primario ou do
metastatico. Esses processos podem derivar de mecanismos de adaptacéo

desenvolvidos pelas células tumorais que lhes conferem vantagens adaptativas e maior
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potencial de sobrevivéncia, como mutacdes com perda de funcdo em genes de reparo
do DNA, aquisicao de capacidade de sintetizar proteinas que bloqueiam o ataque a elas
direcionado pelo sistema imunol6gico e a ocorréncia de interagcdes génicas atipicas,
como fusdes de genes que induzem a sintese de proteinas anémalas que redirecionam
o0 comportamento do tumor primario e/ou metastatico (20-23).

Em oncologia, sabe-se que, em alguns tipos de tumores, o tecido metastatico
desenvolve mutacdes independentes do tumor primario, as quais atribuem as metastases
as vantagens anteriormente descritas e as diferenciam do tumor primario em seu
comportamento biolégico, como seu padrdo de agressividade e refratariedade a
terapéutica (24, 25).

Esse conhecimento tem fomentado o desenvolvimento e o uso de painéis
moleculares para analise genética dos tecidos tumorais pareados (primario e metastatico)
e 0 emprego da medicina de precisdo, com abordagem terapéutica direcionada as
caracteristicas genéticas do tumor (26).

Até o0 momento, pouco se sabe sobre o perfil molecular pareado do tumor primario
e suas metastases no CDT, assim como o padréo de tendéncia a compartilhar ou ndo as
mesmas anormalidades genéticas. Poucos estudos abordaram esta questao,
empregando metodologias diferentes de andlise molecular e chegando a conclusdes
também diversas (27-31). Assim, este € um campo ainda bastante aberto a estudos e ao

seu melhor entendimento.

1.1 PATOGENESE DO CANCER DE TIREOIDE

A unidade funcional da tireoide € o foliculo tireoidiano. O cancer de tireoide pode
ter origem em células do epitélio folicular da tireoide ou em células neuroendécrinas
dispersas entre os foliculos (células C ou parafoliculares) (32), conforme ilustrado na
Figura 1.

Dentre os canceres originarios das células foliculares, pode-se citar o carcinoma
diferenciado de tireoide (CDT), que corresponde a cerca de 85-88% dos casos; 0
carcinoma insular ou pobremente diferenciado (CTPD), responsavel por

aproximadamente 6% dos casos; e o0 carcinoma anaplasico de tireoide (CAT),
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representado por cerca de 1% dos casos. O carcinoma medular de tireoide (CMT),
originado das células parafoliculares, corresponde aproximadamente a menos de 5% dos

casos, podendo ser esporadico ou familiar (33-35).
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células foliculares células C ou parafoliculares

/ Carcinoma Medular de Tireoide (CMT) <5%

- - Carcinoma Anaplasico de Tireoide (CAT) 1%

grau de

diferenclaco - Carcinoma de Tireoide Pobremente Diferenciado ou insular (CTPD) 6%
o - Carcinoma Diferenciado de Tireoide (CDT) 85-88% | Carcinoma Papilar de Tireoide (CPT) 75%
Carcinoma Folicular de Tireoide (CFT) 15%
Carcinoma de Células de Hiirthle (CCH) 10%

Figura 1. Tipos e subtipos histolégicos do carcinoma de tireoide. C: células parafoliculares; L:
limen do foliculo. Retirada de Mescher A (ed), Junqueira's basic histology: text & atlas (32).

O CDT, por sua vez, pode ser subdividido em trés tipos: carcinoma papilar de
tireoide (CPT), carcinoma folicular de tireoide (CFT) e carcinoma de células de Hurthle
(CCH). De acordo com a 42 edicdo da classificacdo de tumores da tireoide da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o CPT é um tumor epitelial maligno que
demonstra diferenciacdo de células foliculares e uma série de aspectos nucleares
distintos, destacando-se nucleos em vidro fosco com nucléolos evidentes, fendas
nucleares e inclusdes intranucleares (35, 36).

S&o reconhecidas diversas variantes do CPT, sendo as mais comuns a variante
classica e a variante folicular. Algumas variantes de CPT estdo associadas a maior
agressividade tumoral e progndéstico mais reservado, a saber, variante de células altas,
variante esclerosante difusa, variante colunar, variante hobnail e a variante trabecular
solida. H&, ainda variantes mais raras, cujo comportamento biologico e significado clinico

ainda sédo desconhecidos, por exemplo, variante oncocitica e variante de células claras.
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O critério histoldgico para o diagndstico das variantes do CPT considera uma proporcao
tumoral de 100% para a variante folicular, maior ou igual a 30% para as variantes células
altas, células colunares e hobnail, e acima de 50% para as demais variantes (35, 36).

O CFT consiste em um tumor epitelial de células foliculares, sem os aspectos
nucleares de CPT, cujo critério de malignidade baseia-se na presenca de invasao linfo-
vascular e/ou capsular. O CFT é subdividido em minimamente invasivo, angioinvasivo
encapsulado e amplamente invasivo (35, 36).

O CCH, também chamado carcinoma oncocitico ou de células oxifilicas, até
recentemente era considerado como uma variante do carcinoma folicular de tireoide. Na
43, edicao da classificagéo de tumores da tireoide OMS, passou a ser considerado uma
entidade separada, tendo em vista seu comportamento biologico e caracteristicas clinicas

peculiares (35, 36).

1.1.1 Conceitos em genética molecular do cancer de tireoide

As pesquisas genéticas em cancer evoluiram consideravelmente a partir do
conhecimento de diversos fenbmenos biologicos, sendo o grande desencadeador a
descoberta da dupla hélice de DNA, por Watson & Crick em 1953 (37). Desde entéo, o
desenvolvimento da biologia molecular ganhou impulso, especialmente apos a
publicacdo dos resultados do Projeto Genoma, que teve inicio em outubro de 1990 e foi
concluido em abril de 2003. Somou-se a esses marcos, 0 continuo refinamento das
técnicas de biologia molecular.

Alguns conceitos sdo essenciais a compreensao da tumorigénese:

(a) Mutacdes driver: sdo aquelas que criam um alelo vantajoso para a célula que

0 carreia, resultando em uma expansao clonal das células portadoras da
mutacdo em questado. Em outras palavras, as mutacdes driver sdo aquelas que
provém alguma vantagem para o crescimento da lesé@o e direcionam o destino
do tumor. (38).

(b) Mutacdes passenger (ou bystander mutations): aquelas que nao conferem

nenhuma vantagem seletiva as células que as carreiam, mas cuja presenca

em uma populacéo de células esta aumentada porgue se encontram no mesmo
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genoma que outros alelos mutantes, os quais sem duvida conferem vantagem.
Em suma, sdo as demais mutac¢des nao driver (38, 39).

Ambos os tipos de mutacfes podem envolver os genes (mutacdes génicas)
ou 0s cromossomos (mutacdes cromossdmicas), cujas caracteristicas estdo
descritas na Tabela 1.

(c) FusoOes génicas: importantes eventos driver que ocorrem em diferentes tipos
de cancer e resultam em proteinas com expressao, funcdo e localizacdo
subcelular alteradas. No caso de receptores resultantes dessas fusoes,
comumente ocorre dimerizacdo independente de ligante, o que os torna
constitutivamente ativos (40). As proteinas resultantes desse processo
representam importantes alvos no desenvolvimento de novas terapias (20).
Neste espectro ha as fusdes oncogénicas, as quais sdo geradas por rearranjos
cromossOmicos, balanceados ou néo, tais como translocacdes, insergoes,
inversdes e delecbes de segmentos cromossdmicos. Adicionalmente, ha as
fusOes de transcritos, as quais podem se formar em nivel transcricional via
trans- ou cis-splicing (41).

(d) Variacéo do numero de copias (copy number variations, CNV): séo regiées do
genoma que variam no numero de coépias integras. Compreendem tanto

amplificacGes quanto dele¢des da sequéncia de DNA (42).

1.1.2 — Mecanismos de carcinogénese tireoidiana

Parte das diversas etapas do intrincado mecanismo molecular de tumorigénese
tireoidiana vem sendo esclarecida nas ultimas décadas, mas ainda ha importantes hiatos
ao conhecimento completo das suas bases moleculares (43).

Sabe-se que sua génese decorre de uma complexa interacdo e acumulo de
modificacdes genéticas e potenciais eventos epigenéticos sobre genes que participam
da regulagéo da proliferagéo, diferenciagdo, maturagdo, comunicagao e sinalizagéo das
células tireoidianas, mas os detalhes dos mecanismos envolvidos nesse processo ainda

estdo sendo elucidados (44, 45).
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TIPO DE MUTACAO

DEFINICAO

EFEITO NA PROTEINA

Mudanca de nucleotideos na sequéncia de DNA, mas
sem mudanca na sequécia de aminoacidos.

Mutacdo de ponto
silenciosa

Funcéo preservada.

Mudanca de nucleotideos na sequéncia de DNA,

Mutacdo de ponto N . .
resultando em um aminoécido diferente na sequéncia

Potencial alteracédo na estrutura
secundéria e terciaria (proteina
andmala) e comprometimento da

missense .
Substituicao proteica. funcao.
n = . —
5 Mutagdo de ponto Mudanca na sequéncia de DNA que resulta em um Proteina an_omala € .
E nonsense codon de parada precoce. comprometimento da funcéo.
O Remoc¢éo de uma ou mais bases do DNA. A remogdo de um numero de Proteina andmala e
Delecédo bases que ndo seja multiplo de trés altera completamente a mensagem do  comprometimento da func&o.
gene (frameshift — mudanca da matriz de leitura).
Adicdo de uma ou mais bases de DNA. A adi¢cdo de um numero de bases i ~
Insercio que nao .seja multiplo de trés alte.ra comp!etamente a men,sa.gem .do gene Protelna aqomala € .
¢ (frameshift — mudanca da matriz de leitura). Quando é inserida uma COMPrometimento da funcgo.
sequéncia igual a outra, ocorre uma duplicacao.
Delecao: parte do DNA néo é duplicado ou € perdido na divisdo celular. .
Duplicacéo: uma ou mais regides do DNA séo produzidas em duplicata. Alteragacz ng estrutura i
2 Estruturais Inverséo: parte do cromossomo se destaca e se reinsere em orientagéo crom9ssom|€a leva a sintese de
&) incorreta. proteinas a_nomalas e )
% Translocacdo: parte do cromossomo € acrescentado a outro cromossomo comprometimento da fungao.
8 ndo homologo.
g . y . ) _ Alteracdo no numero de
8 _ @m: alterac@o completa do genoma, incompativel com a vida. cromossomos leva a sintese de
O Numeéricas Aneuploidias: alteragdo no nimero de cromossomos. Costuma ocorrer com proteinas anémalas e

um Unico par de cromossomos.

comprometimento da funcao.

Tabela 1. Caracteristicas das muta¢des génicas e cromossdmicas no ser humano. Adaptada das referéncias (37, 46, 47).
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Desses eventos epigenéticos derivam varios distirbios moleculares com potencial
efeito na desorganizacéo da fisiologia tireoidiana e predisposi¢cédo ao desenvolvimento de
tumores, como metilacdo aberrante do DNA de proto-oncogenes e genes supressores de
tumor, alteracGes na acetilacdo de histonas de células tireoidianas e desregulacao dos
RNAs né&o codificantes de cadeia longa (IncRNA - long noncoding RNA) e dos
microRNAs (45, 48).

Por se tratar de um capitulo especifico e longo, o detalhamento dos mecanismos
conhecidos e propostos dos eventos epigenéticos na tumorigénese tireoidiana ndo sera
descrito aqui.

A seguir descreve-se, sumariamente, alguns dos aspectos genético-moleculares
conhecidos da patogénese do CDT importantes para contextualizarmos a realizacao
deste estudo.

A figura 2 ilustra os principais mecanismos moleculares envolvidos na
tumorigénese do CDT que serdo discutidos nesta segdo de “Mecanismos da

Carcinogénese Tireoidiana”.
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tireoide tireoide
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A iniciacdo e a progressao do cancer de tireoide envolvem a ativacao das vias da
MAP quinase (Mitogen activating protein kinase) e da PI3 quinase-mTOR
(phosphatidylinositol-3-kinase — mammalian target of rapamycin). A alteracdo genética
mais prevalente no CDT € uma mutacéo de ponto no gene BRAF (B-RAF proto-oncogene
serine/threonine kinase), T1799A, resultando na proteina mutante BRAF V600E, que se
torna constitutivamente ativa. Essa mutacao esta presente em cerca de 60% dos CPT e
associada a desfechos clinicos mais reservados, com maior agressividade tumoral e
maior risco de recorréncia (18, 49-51).

Em segundo lugar na prevaléncia estdo as mutacdes no gene RAS (RAt Sarcoma
virus), em suas trés isoformas, NRAS (Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog),
HRAS (Harvey RAT Sarcoma viral oncogene homolog) e KRAS (Kirsten RAT Sarcoma
viral oncogene homolog), as quais respondem por cerca de 15% dos casos de CPT.
Destas, as mutacées no NRAS sdo as mais prevalentes no cancer de tireoide (8,5%),
acometendo os coédons 12 e 61 (18, 49, 50). Normalmente, a proteina quinase RAS é
ativada ao se ligar ao GTP (guanosina trifosfato) e rapidamente desativada quando este
€ hidrolisado pela GTPase. Quando mutada, a proteina RAS permanece ativada devido
a perda da atividade GTPase, o que induz a ativacdo constitutiva da via da MAP quinase,
embora de forma menos robusta do que ocorre nas mutagdes BRAF (49). Translocagoes
génicas resultando em rearranjos oncogénicos ocorrem em cerca de 12% dos casos,
sendo o principal exemplo o rearranjo ou fusdo RET-PTC (6,3%) (RET proto-oncogene;
RET/papillary thyroid carcinoma oncogene), seguido de fusdo dos genes BRAF, THADA
(THyroid ADenoma-Associated gene), NTRK (Neurothrophic Tyrosine Receptor Kinase)
e ALK (Anaplastic Lymphoma receptor tyrosine Kinase) com diferentes genes parceiros.
O mecanismo oncogénico das fusGes proteicas baseia-se na dimerizacdo ligante-
independente de receptores, mantendo os receptores constitutivamente ativos (40, 50).

Eventos que ativam a via da MAP quinase sdo importantes na iniciagdo do cancer
ao promover a proliferacéo e crescimento celular, angiogénese e perda da diferenciagcéo
celular. Por outro lado, eventos que acometem a via da P13 quinase — mTOR causam
lesdo do DNA, parada do ciclo celular e apoptose, estando mais relacionados a

progresséao tumoral (18, 49), como ilustrado na Figura 2.
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A ativacdo aberrante de ambas as vias leva a alteracdo de uma das principais
funcBes da célula folicular, a captacdo de iodeto, que é habitualmente transportado para
o interior da célula através do co-transportador sédio-iodeto ou NIS (Na-I Symporter),
localizado na membrana basal. A medida que o tumor progride, o acimulo de alteracoes
genéticas nas vias da MAP quinase e da PI3 quinase-mTOR causa perda progressiva da
avidez ao iodo radioativo (49).

Um outro mecanismo que pode estar envolvido na patogénese de alguns tumores
refere-se a aspectos do gene TERT (telomerase reverse transcriptase), o qual codifica a
subunidade catalitica da telomerase, que €& uma transcriptase responsavel pela
manutencdo da integridade cromoss6mica através do alongamento do teldmero e tem
papel permissivo no controle da proliferacdo celular continua (52). Os telébmeros
localizam-se na porcéo final dos cromossomos e servem para prevenir a fusdo das
extremidades distais dos mesmos. A cada ciclo de crescimento e divisdo celular, os
teldbmeros encurtam, até que ocorra apoptose celular. Portanto, seu encurtamento esta
associado a senescéncia celular (53). A regeneracao dos telébmeros ocorre por acao da
enzima telomerase, que é habitualmente expressa em células germinativas e células-
tronco, mas comumente esta reprimida em células soméaticas apds o nascimento (53, 54).
A reativacdo do TERT nas células cancerigenas evita 0 encurtamento do telémero,
permitindo proliferacéo celular ilimitada (54). Mutagcdes ativadoras na regido promotora
do TERT séao descritas em mais de 50 tipos de tumores, incluindo os de tiredide (55, 56).
Duas mutacdes recorrentes localizadas a 124 e 146 pares de base (pb) a montante do
sitio de inicio de traducédo ATG séo referidas como TERT c.-124C>T (p.C228T) e TERT
c.-146C>T (p.C250T). Ambas as mutagdes estimulam a atividade transcricional do
promotor do TERT ao gerar novos sitios de ligacdo para fatores de transcricdo da familia
ETS (E-twenty-six) (57). Outro mecanismo de reativacdo do TERT é a amplificacdo do
gene TERT (58, 59). Uma nova mutacao de ponto na posicéo -332 (C>T) foi descrita em
tumores de tireoide, bem como novos sitios de duplicacdo nas posi¢cdes -104 e -83 da
regido promotora do TERT (60).
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-124 C>A

Figura 3. Representagdo esquematica das mutacBes da regido promotora do TERT
identificadas em tumores de tireoide. Adaptado de Panebianco et al, 2019 (60)

Dentro do contexto da patogénese molecular do CDT, um aspecto interessante a
ressaltar sdo os resultados do Projeto Atlas Genémico do Cancer, com repercussao no
melhor entendimento da tumorigénese do CDT. Neste Projeto foram analisados 496 CPT,
permitindo a distincdo do CPT em subtipos moleculares, com diferencas basicas em seus
perfis gendmicos, epigendmicos e protedmicos, e concordantes com suas diferencas
histolégicas, o CFT com mutacdes RAS e o CPT direcionados por BRAFV600E (50).
Esses dados sao ferramentas potenciais na busca da terapia alvo direcionada a casos
especiais de pacientes com CDT avancado e refratarios ao iodo radioativo e podem
representar uma tendéncia no manejo diagnéstico e terapéutico desse grupo de

pacientes.

1.1.3 — Refratariedade do CDT ao iodo radioativo

A maioria dos pacientes com CDT tem bom prognéstico apds tratamento
adequado (11). Este deve incluir a remocdo cirargica do tumor, seja através de
lobectomia ou de tireoidectomia total, e a terapia com iodo radioativo em casos
selecionados (12, 13). Pacientes com metastases linfonodais (acima de cinco linfonodos
patolégicos) tém um risco de recorréncia de 15-20%, estando este risco aumentado para
grandes metastases linfonodais (maiores que 3 cm de diametro) ou na presenca de
extensdo extranodal (12, 13, 61). Estima-se que 6-20% dos individuos com CDT

desenvolvam metastases a distancia, as quais poderdo impactar a sobrevida desses
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individuos, especialmente quando as lesdes se tornam ndo responsivas ao iodo
radioativo (15-17).

A refratariedade do CDT ao iodo radioativo € sugerida a partir de critérios definidos
por alguns grupos, mas ndo sdo consensuais: (a) o tecido maligno/metastatico ndo
concentra iodo radioativo a pesquisa de corpo inteiro (PCI) diagndstica; (b) o tecido
maligno ndo concentra iodo radioativo a PCI pos-dose; (c) o tecido tumoral perde a
habilidade de concentrar iodo radioativo apds evidéncia prévia de doenca avida ao iodo
radioativo; (d) o iodo radioativo concentra-se em algumas lesbes mas ndo em outras; (e)
a doenca metastatica progride apesar de significativa concentracdo de iodo radioativo; (f)
uso de dose cumulativa de iodo radioativo acima de 600 mCi (12, 62).

Como a definicdo de refratariedade ao iodo radioativo no CDT ainda é motivo de
controveérsias, um grupo de endocrinologistas e médicos nucleares da Europa e dos
Estados Unidos se reuniu em 2018 para tentar estabelecer um consenso na definicdo
dos principios que devem nortear a terapia com iodo radioativo em céncer de tireoide
(63). Essa questdo € de extrema importancia por uma série de motivos, entre eles
reconhecer quando o paciente com doenca metastatica agressiva ainda podera se
beneficiar do tratamento com iodo radioativo e quando deve-se deixar de utilizar este
recurso terapéutico.

De fato, 0 manejo do paciente com CDT refratario ao iodo é um desafio clinico. Ao
contrario de outros tipos de cancer, individuos com CDT metastatico podem permanecer
estaveis ou progredir lentamente, podendo ser acompanhados clinicamente (12). No
entanto, alguns individuos apresentardo progressao da doenca e podem necessitar de
terapia sistémica (11, 18).

Em oncologia clinica, para avaliar a resposta ao tratamento ou a progressao da
doenca, utilizam-se critérios de avaliacdo da resposta em tumores solidos, conhecidos
por RECIST (Response Evaluation Criteria In Solid Tumours), atualmente na versao 1.1
(64). De acordo com estes critérios, considera-se progressao um aumento de pelo menos
20% na soma dos diametros de lesdes alvo, definidas como lesdes mensuraveis nos
orgaos acometidos por metastases. Além do aumento percentual, a soma das lesdes alvo
deve demonstrar também um aumento absoluto de pelo menos 5 mm. Outro critério de

progressao é o aparecimento de uma ou mais novas lesdes (64).
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1.1.4 — Pareamento molecular entre tumor primario e tumor metastéatico

Recentemente, com o advento de painéis moleculares abrangentes e novas
drogas alvo-molecular especificas para determinadas anormalidades moleculares, a
medicina de precisdo (Precision Medicine) vem ganhando grande impulso em ambito
mundial. Esta ja € uma realidade para muitos tipos de cancer, nos quais a melhor op¢éo
terapéutica é escolhida baseada em aspectos genéticos e moleculares do tumor (26).
Uma variedade de técnicas tem sido utilizada para comparar lesdoes priméarias e
metastaticas em diferentes tipos de malignidades sélidas (65-68).

Em cancer de células renais, Becerra et al, usando sequenciamento de nova
geracdo (next-generation sequencing -NGS) observaram discordancia em pares de
tumores primarios e metastaticos (67). Em outro estudo, Schrijver et al compararam
cancer de mama primario com metastases cutaneas e/ou cerebrais e encontraram
alteracbes genéticas somaticas distintas entre os sitios, as quais poderiam impactar a
decisao terapéutica (68).

Entretanto, no CDT pouco se conhece sobre o perfil molecular pareado do tumor
primario e de suas metastases, e se eles guardam as mesmas anormalidades genéticas.

Alguns poucos estudos abordaram esta questao, utilizando diferentes técnicas, e
chegaram a diferentes conclusoes (27-31). Melo et al avaliaram mutac¢des do promotor
do TERT, BRAF e NRAS por sequenciamento de Sanger em 27 pares de tumor primario
e metéstases a distancia, encontrando baixa concordancia entre os pares (28). Sohn et
al usaram um painel de NGS com 50 genes e observaram grande concordancia nas
anormalidades genéticas de 17 pares de espécimes tumorais primarios e metastaticos
(29). Masoodi et al utilizaram a técnica de sequenciamento de exoma completo (whole-
exome sequencing — WES) para comparar 14 trios de tecido tireoidiano normal, tumor
primario e metastases a distancia. Os autores encontraram grande heterogeneidade
entre 0s espécimes primario e metastatico, atribuida principalmente as mutacdes
passenger, que nao atribuiam vantagens de sobrevivéncia ao tecido metastatico (30).
Song et al avaliaram 15 pares de tumor primario e metastases a distancia com um painel

de NGS de 50 genes e observaram alto grau de concordancia entre os espécimes (31).
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Desta forma, essa area de pesquisa € um campo aberto para investigacdes e

interpretacBes do impacto clinico dos achados.

1.1.5 Oncologia e Imunologia

Em seguida a perda dos mecanismos de controle e regulacdo da proliferacédo
celular de um determinado tecido e desenvolvimento de células tumorais, 0 organismo
desenvolve reacbes imunolédgicas dirigidas contra as células cancerigenas, com o
objetivo de elimina-las. Esse processo reentrante € conhecido como ciclo cancer-
imunidade (69) e é ilustrado na Figura 4.

O ciclo cancer-imunologia é dinAmico e composto por componentes estimulatorios
e inibitérios da resposta imunolégica contra o tumor, em suas varias etapas, como

ilustrado na Figura 5 (69).
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Figura 4. Ciclo cancer-imunidade
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Adaptado de Chen DS, Mellman I. (69)
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Esses conceitos envolvendo cancer e imunologia sao as bases para se entender
a imunoterapia oncoldgica, uma modalidade terapéutica revolucionaria para diversos
tipos de céancer, considerada o quarto pilar de tratamento, ao lado da cirurgia, da
guimioterapia e da radioterapia (70). Dentre as modalidades existentes de imunoterapia,
0 uso de inibidores do checkpoint imunoldgico ganhou maior interesse geral, com taxas
de resposta em diferentes tipos de canceres que variam de 20 a 30% (70, 71).

O conceito bésico da imunoterapia reside nessa interface da oncologia com a
imunologia.

Na fisiologia, os checkpoints imunolégicos correspondem a mecanismos de
controle do sistema imunol6gico que mantém a auto-tolerancia das células do organismo
e atuam impedindo uma resposta autoimune contra suas células préprias. Os
componentes desse mecanismo incluem ligantes expressos na membrana de células
apresentadoras de antigeno, como as células dendriticas, e receptores expressos por

linfocitos T. Dentre as mais importantes moléculas que participam desse processo
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inibitério, cruciais a manutencdo da auto-tolerancia imunoldgica, estdo o CTLA-4
(cytotoxic T-lymphocyte antigen 4), PD-1 (programmed cell death 1), PD-L1 (programmed
cell death 1 ligand) e PD-L2 (programmed cell death 2 ligand) (72).

O CTLA-4 é um receptor da familia dos receptores relacionados as
imunoglobulinas, expresso nas células T regulatérias e células T ativadas. Ao se ligar as
moléculas CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2) presentes nas células apresentadoras de
antigeno, esse receptor transmite um sinal inibitério as células T, bloqueando sua
resposta citotéxica. E considerado a molécula lider do checkpoint imunoldgico por frear
as células T autorreativas no estagio inicial de sua ativacéo, geralmente nos linfonodos
(73).

O PD-1 é uma glicoproteina de superficie celular geralmente expressa pelos
linfécitos T e pelas células da linhagem macroféagica. A ligacdo da PD-1 a um de seus
ligantes, PD-L1 ou PD-L2, inibe a resposta imunoldgica citotoxica das células T, com
consequente tolerancia imunoldgica das células que expressam PD-L1 ou PD-L2 (74).

Na patogénese oncoldgica, o sistema imunologico do individuo desencadeia
processos de formacéo e ativacédo de células citotoxicas do tipo natural killer (células NK)
e de anticorpos contra antigenos tumorais para controlar o processo neoplasico (75). As
células tumorais expressam neoantigenos que sao capturados por células
apresentadoras de antigenos, particularmente macrofagos e células dendriticas. Estas
expressam moléculas do complexo maior de histocompatibilidade (major
histocompatibility complex, MHC) classes | e Il em sua superficie e apresentam as
particulas tumorais digeridas aos linfocitos T, levando-os a migrar para o leito tumoral e
iniciar uma resposta imune especifica contra o tecido neoplasico (69, 75).

Entretanto, um dos tracos caracteristicos das células tumorais € sua habilidade
em escapar do reconhecimento e destruigéo pelo sistema imune, seja por downregulation
da expressédo de antigenos tumorais ou por upregulation de moléculas transmembrana
inibitorias do sistema imune, além da utilizacdo de outros mecanismos (76).

Entre esses mecanismos de escape imunoldgico, as células tumorais podem
desenvolver checkpoints imunoldgicos, aumentar a tolerancia ao tumor e evitar sua

erradicacao pelo sistema imunolégico (77, 78), como ilustrado na Figura 6.
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células T e os ligantes B7-1 e B7-2 das células apresentadoras de antigeno; e pela via PD-L1,
envolvendo as células tumorais e as células T.

MHC — complexo maior de histocompatibilidade; TCR: receptor de células T.

(Adaptado de Pardoll, D. (78)

O PD-L1 é descrito como constitutivamente expresso em células tumorais,
decorrente da sinalizacdo oncogénica ou da expressdo dinamica do interferon gama
(IFNy) em microambientes tumorais. Estudos sugerem que pacientes cujos tumores
expressam fortemente PD-L1 a imunohistoquimica (IHQ) teriam melhores desfechos
clinicos com a imunoterapia anti-tumoral, mas a observacao de haver também respostas
robustas em pacientes com baixa expressdo de PD-L1 demonstra que outros
biomarcadores devam participar do processo de resposta terapéutica e merecem ser
analisados (79, 80). A analise da expressao de PD-L1 nos tecidos é feita através de IHQ,
sendo importante diferenciar a coloragdo de membrana citoplasmica. Apenas o PD-L1
presente na membrana das células tumorais € teoricamente ativo em inibir céluas imunes
PD-1 positivas, mas ainda ha controvérsias na literatura (81). A experiéncia de diversos
estudos clinicos randomizados considera positiva uma expressdo de PD-L1 > 1%,
enquanto um limiar > 50% é considerado fortemente positivo (80, 82).

Poucos estudos avaliaram a expresséo de PD-L1 em cancer de tireoide. Ahn et al.
analisaram 407 canceres primarios de tireoide e encontraram uma expressao de 6,1%
em CPT, 7,6% em CFT e 22,2% em CAT. No total, PD-L1 tumoral foi positivo em 27 dos
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407 casos (6,6%) utilizando um limiar de 1%. Nao foi observada associagao significativa
entre expressdo de PD-L1 e variaveis clinicopatologicas, progressdo da doenca,
presenca de mutacédo no gene BRAF ou no promotor do TERT (83).

Além da expresséo de PD-L1 e de PD-1, o teste de instabilidade de microssatélites
(microsatellite instability — MSI) e a carga de mutacdo tumoral (tumor mutation burden -
TMB) sado emergentes biomarcadores de resposta a imunoterapia anti-tumoral (80, 84).
Microssatélites sao porcdes da sequéncia de DNA onde um Unico nucleotideo ou grupos
de dois ou mais nucleotideos se repetem no genoma. Ha cerca de 500 mil microssatélites
no genoma humano, estando comumente localizados em introns (85). A instabilidade de
microssatélites € um fendtipo molecular do tumor resultante de hipermutabilidade
genbmica. O ganho ou perda de nucleotideos se manifesta como novos alelos de
tamanhos variados. Em um estudo que classificou e caracterizou a MSI em 18 tipos de
canceres, o cancer de tiredide apresentou 0 menor numero de sitios instaveis (86). Por
outro lado, a carga de mutacao tumoral se refere ao nimero total de mutacdes presentes
em um espécime tumoral. Acredita-se que tumores com alta TMB apresentem mais
neoantigenos e sejam potencialmente maiores alvos de ativagéo das células imunes (87).

A partir do conceito de imuno-oncologia, anticorpos inibidores do CTLA-4
(ipilimumab), do PD-1 (pembrolizumab e nivolumab) e do PD-L1 (atezolizumab, avelumab
e durvalumab) foram desenvolvidos e vém sendo utilizados na terapia contra diversos
tipos de canceres, com impressionantes taxas de resposta (81, 88, 89). Em relacdo ao
bloqueio CTLA-4, o blogueio PD-1/PD-L1 parece ter maior eficacia. Pode-se, ainda,
utilizar uma combinacao de imunoterapias para melhorar a efetividade do tratamento
(71). A expressao de PD-L1 varia grandemente entre os tecidos tumorais, portanto
permanece uma questdo crucial determinar quais pacientes podem se beneficiar da

imunoterapia.

1.1.6 Ferramentas laboratoriais para a analise molecular dos tumores e de
avaliagcdo da predisposi¢cédo das mutac¢des a tumorigénese
Para reconhecer e caracterizar os diversos aspectos do panorama genético, da

expressao de proteinas biomarcadores das células tumorais, ha uma série de exames
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laboratoriais disponiveis comercialmente e em ambiente de pesquisa, sumariamente

apresentados a seguir.

-Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS — next-generation sequencing)

O NGS é uma técnica de sequenciamento automatizado, paralelo e de alto
rendimento que descreve a sequéncia de milhdes de pequenos fragmentos de bases dos
acidos nucléicos, permitindo a analise do DNA, RNA, sitios de splice, quantificacdo do
MRNA, de padrbes de metilacéo e de interagdes proteina-DNA. Posteriormente, analises
de bioinformatica unem esses fragmentos.

Explicando resumidamente o sequenciamento de uma molécula de DNA, esta é
inicialmente fragmentada, as duas fitas sdo separadas e através de uma reacao quimica
controlada adiciona-se as bases complementares de DNA a fita simples para criar uma
fita dupla. Um sinal quimico ou fluorescente € emitido a medida que cada base é
adicionada e este é captado pelo sensor do equipamento. O resultado é um arquivo
contendo a posicao exata de cada nucleotideo da fita do DNA em analise e a partir dele
€ possivel avaliar se ha mudancas na sequéncia das bases na fita em estudo (90).

Como exemplificado no Anexo D, o laudo do NGS positivo mostra o gene ou o
painel de genes estudados, a posicao na molécula em que se encontra a mutacdo, as
bases trocadas, a consequéncia da mutacéo na sintese da cadeia proteica.

E importante enfatizar que deve haver cautela na interpretacéo dos resultados do
exame de NGS, devido a possibilidade de resultados falsos positivos e falsos negativos
decorrentes da quantidade de variantes comuns do genoma que podem representar

simplesmente muta¢des sem sentido ou polimorfismos, sem implicagéo clinica.

-Expresséo do PD-L1:

A determinacdo da expressdo proteica de PD-L1 é realizada por técnica de
imunohistoquimica (Figura 7).

Nesse exame, os tecidos do tumor séo fixados em formalina, com parafina, e
cortados. Em seguida sdo submetidos a coloragcdo imunohistoquimica, que é realizada
com o uso de anticorpo monoclonal anti-PD-L1 humano. A visualizacéo do sinal € obtida

com um kit especifico para deteccao de imunohistoquimica e analisada por microscopia.
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A coloragdo PD-L1 positiva é definida a partir da deteccdo de coloracdo linear
circunferencial, completa e/ou parcial, na membrana plasmatica, em qualquer intensidade

gue seja diferente do fundo do tecido e da coloragéo citoplasmatica difusa (91).

Figura 7. Microscopia com imunohistoquimica para PD-L1.

(A) Epitélio escamoso tonsilar utilizado como controle positivo para a coloracdo PD-L1
(em marrom). (B-D) Coloracdo PD-L1 em cénceres papilares da tireoide. (B) Coloragdo PD-L1-
negativa. (C) Coloracdo PD-L1 positiva em células tumorais com intensidade 2+ e 1+ e (D)
Coloragédo PD-L1 positiva em linfocitos intratumorais.

Fonte: Ahn S et al. Endocr Relat Cancer. 2017;24(2):97-106) (83).

-Biomarcadores (assinatura genémica)

A assinatura gendmica de um tumor pode ser estudada a partir da analise de sua
carga da mutacdo tumoral (tumor mutation burden -TMB) e do estado de instabilidade de
microssatélites (microsatellite instability -MSI), a qual mostra o seu potencial de

predisposicdo a tumorigénese. Essas analises tém sido consideradas promissores
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biomarcadores para identificacdo da assinatura gendmica de tumores e de sua
imunogenicidade, com aplicagdo em imunoterapia oncoldgica.

A TMB corresponde a uma técnica de analise de previsdo do nimero de mutacdes
transportadas pelas células tumorais, presentes nas regides codificadoras do exoma
tumoral. Essas mutacdes levam a célula tumoral a sintetizar proteinas alteradas, que
podem ser reconhecidas e ativar o sistema imunoldgico contra o tumor, sendo, portanto,
uma medida da imunogenicidade de um tumor. A quantificacdo do TMB pode ser feita a
partir do NGS, utilizando-se um painel de genes. Ao medir a TMB, a célula neoplasica
passa a ter reconhecida sua impressao digital Unica de suas proteinas selvagens
(normais) e mutantes. Para seu calculo leva-se em conta apenas as mutacdes somaticas
e ele é feito a partir da relacdo entre o niumero total de mutacdes encontradas e o tamanho
da regido decodificadora analisada. O resultado € apresentado sob a forma de mutac¢des
por megabase (mutacdes/Mb) (92). Tumores com alta TMB produzem varios antigenos,
0s guais estimulam as células T e organizam uma resposta anti-tumoral. Esse aspecto
confere ao TMB importante implicacdo no desenvolvimento de terapias utilizando
checkpoints imunoldgicos.

A MSI é uma forma de medida da instabilidade gendmica e que resulta no acimulo
de insercdes ou delecdes em microssatélites durante a replicacdo do DNA, fazendo com
gue a molécula se encurte ou se alongue em relagdo a molécula original. Os
microssatélites séo regides de 10 a 60 pares de base do DNA com repeticdes de um a
seis nucleotideos. A instabilidade (presenca de diferentes comprimentos nas sequéncias
de microssatélites) decorre da disfuncdo das proteinas do sistema de reparo do DNA
(DNA mismatch repair -MMR), o que confere ao DNA alta predisposi¢cdo a mutagdes. A
MSI pode ser avaliada a partir de varias metodologias, como NGS, PCR multiplex
fluorescente e imunohistoquimica (93). No NGS a MSI pode ser detectada a partir da
analise de mudancas nas sequéncias de microsatellites ou da auséncia de proteinas
MMR.

-PCR digital (dPCR - digital polimerase chain reaction)
A dPCR é um sistema de andlise mais recente que a RT-PCR (PCR em tempo

real), com maior robustez de analise, sensibilidade e capacidade de deteccao de eventos
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genéticos mais raros, como mutacdo em um unico nucleotideo da molécula de DNA ou
de RNA, além de fusBes génicas e variantes do niumero de cépias. A quantificacdo do
DNA ou RNA ¢é absoluta, sem necessidade de padrdes de calibracdo, o que faz a
metodologia mais rapida, precisa e reprodutivel.

Nesse sistema digital, a amostra € inicialmente preparada de modo semelhante a
RT-PCR, com extracdo do DNA ou RNA pelas técnicas habituais. Entretanto, em seguida
a amostra é separada em milhares de particbes (gotas), que podem ser obtidas por
emulséo 6leo-agua (dPCR baseada em emulsdo) ou por chips com microcanais (dPCR
baseada em microfluidica). Cada particdo contém idealmente nenhuma, ou no maximo
algumas moléculas-molde. Em cada particdo acontece uma reac¢édo individual de PCR,
com amplificacdo da molécula-alvo (DNA ou RNA). Na etapa seguinte sao adicionadas
sondas fluorescentes para identificar a sequéncia do DNA/RNA-alvo amplificado. As
particbes que contém a sequéncia alvo detectadas por fluorescéncia sao classificadas
como positivas e as sem fluorescéncia, negativas. A quantificacdo é feita a partir da

relacéo entre amostras positivas e negativas para a sequéncia alvo (94, 95).

Cocluindo, esse referencial teérico aqui apresentado delineia os avancos e limites
do conhecimento cientifico sobre determinados aspectos moleculares da tumorigénese
tireoidiana, dos eventos envolvidos em sua metastatizacdo e do impacto do padrao
molecular potencialmente envolvido na resposta as opgoes terapéuticas.

Assim, entendemos que os estudos em cancer de tireoide, sejam clinicos, em
ciéncia basica ou translacionais, trazem um grande potencial de subsidiar ferramentas
para uma assisténcia médica mais qualificada aos pacientes, a formulacdo de politicas
de saude publica nessa area e ao desenvolvimento de tecnologias diagndsticas e
terapéuticas voltadas a esse grupo de pacientes, em especial aqueles que apresentam
CDT avancados, metastaticos e ndo responsivos apenas a excisao cirargica e ao iodo
radioativo.

Nesse contexto nés nos sentimos impulsionados a contribuir com dados nessa
area, mesmo que preliminares, que possam ajudar a responder uma das questdes nesse
campo de estudo: “ha diferenga no perfil molecular entre os tecidos do tumor primario e

metastatico em pacientes com CDT?”
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2 JUSTIFICATIVA DA PESQUISA

O estudo sobre pareamento molecular dos tumores primarios e metastaticos do
CDT tem o potencial de fornecer subsidios para melhor conhecimento da patogénese
envolvida no processo de metastatizacdo tumoral, na escolha do espécime mais
adequado para sequenciamento molecular e, quando acessivel e indicado, influenciar na
deciséo da terapia alvo-especifica mais apropriada a cada caso.

Tendo em vista o0 crescente desenvolvimento de drogas alvo-especificas na
oncologia clinica e 0 consequente uso de sequenciamento genético para caracterizar o
perfil tumoral, entendemos ser importante contribuir com dados clinicos e genéticos sobre
a estratégia de estudar o pareamento molecular das lesdes primarias e metastaticas, em
especial para pacientes com CDT e metastases refratarias ao iodo radioativo.

No Brasil, mesmo a medicina de precisdo ainda ndo sendo uma realidade em
grande parte dos servicos publicos ou acessivel a parte da populacdo, os dados
resultantes deste estudo poderdo motivar a criagdo de registros locais, regionais e até
um registro nacional de individuos com CDT avancado, incorporacdo de novas
tecnologias diagnésticas (como o desenvolvimento de painéis moleculares) e
terapéuticas nos centros de assisténcia e pesquisa e estimular o seguimento otimizado e

mais qualificado a esse grupo de pacientes.

Para responder a pergunta que norteou este estudo (“ha diferenga no perfil
molecular entre os tecidos do tumor primario e metastatico em pacientes com CDT?”), a
pesquisadora Cristiane Jeyce Gomes Lima, aluna de Programa de Pés-Graduacdo em
Ciéncias da Saude da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia,
consolidou seu Research Fellowship no MedStar Health Research Institute, o 6rgao de
pesquisa do sistema médico académico multihospitalar MedStar, que é o responsavel
pela conducéo de estudos pré-clinicos, estudos clinicos intramurais, estudos clinicos fase
| e Il, estudos clinicos multicéntricos fase Ill, bem como pela avaliacdo da aplicabilidade
clinica de novos avancos terapéuticos em diversas areas da Medicina.

Dentre os hospitais da rede MedStar, o MedStar Washington Hospital Center -

MWHC (Washingnton, DC — Estados Unidos — https://www.medstarwashington.org) foi a
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instituicdo na qual a pesquisa foi realizada com pacientes que |4 estavam em seguimento.
Ao longo deste periodo, a pesquisadora esteve sob a orientacdo do Dr. Kenneth Burman
Chefe do Departamento de Endocrinologia do MWHC e Diretor do Programa de
Treinamento Integrado da MedStar Georgetown University.

O MWHC é um hospital privado, sem fins lucrativos, o qual além de prover
assisténcia médica em niveis primario, secundario e terciario, € reconhecido pela
lideranca na atuacdo no ensino e pesquisa em Ciéncias Médicas e no seguimento de
pacientes com 0s casos mais complexos da regidao de Washington, nas varias areas da
Medicina. E também um dos hospitais de ensino da Georgetown University School of
Medicine (https://som.georgetown.edu/#), fundada em 1851. O outro hospital de ensino
associado e 0 MedStar Georgetown University Hospital,
(https://www.medstargeorgetown.org/), com o qual partilha pesquisas cientificas e
assisténcia médica.

O Departamento de Endocrinologia do MWHC é respeitado nacional e
internacionalmente pela qualidade da assisténcia médica e das pesquisas cientificas
desenvolvidas. Durante o periodo no MWHC, a pesquisadora construiu contatos com
outras instituicfes, cujos profissionais e instalacdes (laboratérios de pesquisa) também
tiveram participacdo neste estudo, como o National Institute of Health (NIH, Bethesda,
MD - https://www.nih.gov/) e o Uniformed Services University of the Health Sciences
(USUHS, Bethesda, MD, https://www.usuhs.edu/bio), uma instituicdo militar de satde do
Governo Federal dos Estados Unidos.

Desta forma, a realizacao deste estudo foi o resultado de importantes parcerias

académicas, assistenciais e institucionais.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar e parear o perfil molecular dos tumores primario e metastatico de

carcinoma diferenciado de tireoide (CDT) refratario ao iodo radioativo de individuos em

seguimento no MedStar Washington Hospital Center e no MedStar Georgetown

University Hospital (Washingnton, DC — Estados Unidos).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.21

3.2.2

3.2.3

3.24

Analisar, correlacionar e descrever o0s dados clinicos, histologicos e
moleculares dos tecidos tumorais primario e metastatico de individuos com CDT
refratario ao iodo radioativo.

Reconhecer as mutagfes driver nos tecidos tumorais primario e metastatico
estudados.

Estudar o perfil de imunogenicidade dos tumores através da expressao da
proteina PD-L1, da carga de mutacdo tumoral e do teste de instabilidade de
microssatélites nas amostras das lesGes primarias e metastaticas dos
pacientes.

Explorar, com o auxilio de bioinformética, potenciais associa¢des funcionais
entre as proteinas codificadas pelos genes mutados detectados nas lesGes
tumorais primérias e metastaticas do grupo estudado com as proteinas

fisiologicamente mais expressas na tireoide.
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4 METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo de construcdo de uma coorte com 12 individuos com
diagnostico pregresso de CDT e metastases refratarias ao iodo radioativo, selecionados
a partir de uma amostragem de conveniéncia e em seguimento no MedStar Washington
Hospital Center ou no MedStar Georgetown University Hospital (Washington, DC —
Estados Unidos).

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica (CEP) — Institutional Review Board (IRB)
do MedStar Health Research Institute (MHRI) (Anexos A e B).

Todos os participantes que aceitaram participar do estudo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e a Autorizacdo para Pesquisa, 0s quais se
encontram nos Apéndices A e B, respectivamente.

Este estudo apresentou duas fases de execucéo.

A primeira fase foi caracterizada por estudo retrospectivo baseado na revisao de
prontuarios médicos eletrénicos de individuos em seguimento no MedStar Washington
Hospital Center ou no MedStar Georgetown University Hospital para identificar individuos
que atendessem aos critérios de inclusdo. A pesquisa, coleta e armazenamento de
informacdes foi feita de acordo com regulacées do Health Insurance Portability and
Accountability Act (HIPAA).

A segunda fase do estudo apresentou carater transversal, na qual os individuos
identificados com CDT refratario ao iodo radioativo foram convidados e concordaram em
doar espécimes do tumor primario e de um sitio metastatico para estudo molecular.
Refratariedade ao iodo radioativo foi definida como auséncia de captacdo do
radiofarmaco em sitios metastaticos conhecidos ou na constatacdo da progresséo de
lesBes previamente avidas ao mesmo, de acordo com critérios RECIST 1.1 (64). Esta
fase contemplou também os estudos genéticos e as analises de associacao entre as

variaveis clinicas e moleculares dos individuos e das lesdes tumorais.
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4.2 SUJEITOS DA PESQUISA

Os critérios de incluséo definidos para o estudo foram (a) individuos de ambos os
sexos, com idade superior a 18 anos e diagnéstico confirmado de CDT apdés
tireoidectomia total ou quase total; (b) evidéncia de metastase loco-regional ou a distancia
através de exames de imagem (tomografia computadorizada [TC], ressonancia
magneética [RM], tomografia por emissao de poésitrons [PET-CT]); (c) disponibilidade dos
espécimes do tumor primério e de um ou mais sitios metastaticos para estudo molecular;
(d) auséncia de captacdo a pesquisa de corpo inteiro (PCI) pés-dose; (e) individuos em
acompanhamento ativo e regular no momento do estudo, com pelo menos uma consulta
de seguimento apos iodo radioativoterapia, com dosagem de tireoglobulina sérica (Tg),
PCIl ou exames de imagem (TC, RM, PET-CT).

Foram excluidas as mulheres gravidas ou lactantes por envolverem outro tipo de
submissdo ao CEP e pela baixa probabilidade de encontrarmos individuos nestas
situacoes que poderiam ser incluidas.

Foram selecionados os 12 primeiros pacientes sequencialmente acessados pela
base de dados do hospital e que contemplassem os critérios de inclusdo e aceitassem
participar. Esse numero seguiu um critério de restricdo orcamentaria, uma vez que
analise genética de cada espécime custou aproximadamente U$3,200.00, como
mostrado no Apéndice C, e foi custeada pelo Catherine Heron and Al Schneider
Fellowship in Thyroid Cancer.

Inicialmente, foram identificados 51 individuos com CDT que apresentaram
refratariedade ao tratamento com iodo radioativo durante seguimento no MedStar
Washington Hospital Center ou no MedStar Georgetown University Hospital. Dentre estes
individuos, 14 haviam falecido, o que impossibilitava sua inclusédo no estudo.

Entre os 37 demais, 23 ndo cumpriam os critérios de inclusdo (espécime cirargico
havia sido descartado apds dez anos da tireoidectomia, que é um procedimento de rotina
nagueles servi¢cos) e uma paciente ndo aceitou participar. Um paciente consentiu com o
estudo, mas ndo tivemos acesso as suas amostras tumorais por questdes

administrativas. Desta forma, atingiu-se o niumero de 12 participantes.
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4.3 METODOLOGIA DAS ANALISES LABORATORIAIS

Os testes genético-moleculares foram realizados por colaboradores em dois
laboratorios, conforme detalhado a seguir.

O Laboratério Caris® Life Sciences (Phoenix, Arizona - Estados Unidos,
https://www.carislifesciences.com/) realizou sequenciamento de nova geracéo,
expresséao da proteina PD-L1 e de outros biomarcadores. O Caris® Life Sciences é uma
instituicdo com certificado CLIA (Clinical Laboratory Improvement Amendments),
semelhante a certificacdo 1ISO 9001, usada no Brasil. As amostras tumorais de cada
paciente (laminas n&o coradas ou blocos de parafina) foram enviadas por correio em um
kit de transporte fornecido pelo laboratério.

A pesquisa de mutagdes do promotor do TERT foi realizada por PCR digital em
gotas, em colaboracdo com pesquisadores do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da Uniformed Services University of the Health Sciences (USUHS, Bethesda,
Maryland - Estados Unidos, https://www.usuhs.edu/bio), uma instituicdo militar de saude
do Governo Federal dos Estados Unidos, de acesso restrito. Essa etapa ndo estava
prevista inicialmente, mas se tornou possivel porque alguns individuos que participaram
deste estudo também estavam participando de outro estudo na USUHS, ja havendo pelo
menos uma amostra tumoral de alguns individuos naquele servico. Além disso, a
possibilidade de uso de amostra tumoral para outros estudos em cancer de tireoide

estava contemplada na Autorizagéo para Pesquisa (Apéndice B).

4.3.1 — Exames moleculares

a) Sequenciamento de nova geracao - (NGS)

Utilizou-se um painel comercial de 592 genes da Caris® Life Sciences para
realizacdo de NGS dos tumores primario e metastatico de cada paciente. Este painel
genético incluiu os principais genes driver, como BRAF, PTEN, RAS, RET e TERT (Anexo
C).

O DNA foi isolado a partir de amostras fixadas em formalina e embebidas em
parafina, utilizando-se a plataforma NextSeq (lllumina Inc., San Diego, CA, USA). Todas

as variantes foram detectadas com mais de 99% de confianga baseada na frequéncia
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alélica e na cobertura de amplicons, com cobertura média de deep-sequencing > 500 e
com sensibilidade analitica de 5%. As variantes detectadas foram mapeadas para o
genoma referéncia (hgl9) e ferramentas bem estabelecidas de bioinformatica foram
incorporadas para realizar a chamada de variantes, as quais foram categorizadas como

“patogénicas”, “presumidamente patogénicas”, “variantes de significado indeterminado”,
‘presumidamente benignas” ou “benignas”, de acordo com os padrées do American
College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) (96).

O procedimento para o sequenciamento de RNA foi realizado a partir de RNA
isolado das amostras fixadas em formalina e embebidas em parafina, utilizando-se a
plataforma NextSeq (Illumina Inc., San Diego, CA, USA), com cobertura transcriptdmica

completa.

b) Expresséao da proteina PD-L1

A determinacgéo de expresséao proteica de PD-L1 nas amostras pareadas de tumor
foi feita por imunohistoquimica (IHQ) em laminas fixadas e coradas. Os procedimentos
seguiram os padrdes e requerimentos do College of American Pathologists (97).

Os tecidos tumorais foram cortados em laminas com espessura de 4 um e secos
a 60°C por 30 minutos. A coloracdo imuno-histoquimica anti-PD-L1 foi realizada com
anticorpo monoclonal anti-humano PD-L1 de coelho, 1:25, clone SP142, Spring
Bioscience, Pleasanton, CA, EUA) em um imunossustentador automatico BenchMark
(Ventana, Tucson, AZ, USA). A recuperacdo do antigeno foi realizada durante 92 min
com tampéo CC1, e o anticorpo foi incubado durante 120 min a 37°C. A visualizacédo do
sinal foi obtida com o kit de deteccdo de imunohistoquimica.

Uilizou-se um escore de intensidade (0: auséncia de coloracéo; 1+: coloracao
fraca; 2+: coloragdo moderada; 3+: coloragédo forte) e um escore de proporcao para
determinar a porcentagem de células com coloracdo positiva (0-100%). As condicdes
para um resultado positivo incluiram intensidade = 2+ e = 5% de células coradas. Os

resultados de imunohistoquimica foram avaliados por um patologista certificado.

c) Biomarcadores (assinatura gendémica)
O painel utilizado também fornece informacdes sobre alguns biomarcadores e a

imunogenicidade do tumor, como o teste de instabilidade de microssatélites (MSI —
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microsatelites instability test) e carga de mutacdo tumoral (TMB — tumoral mutations
burden).

A TMB foi calculada com base no niumero de mutacdes somaticas nao-sinébnimas
identificadas por NGS, excluido-se polimorfismos conhecidos de um Unico nucleotideo
(single nucleotide polymorphisms, SNPs). A TMB € descrita como mutacdes por
megabase (Mb). TMB baixa foi definida como menos de sete mutacbes/Mb, TMB
intermediaria quando houve entre sete e 16 mutacbes/Mb e TMB alta quando houve mais
de 17 mutac¢Bes/Mb, conforme a plataforma utilizada pelo laboratério Caris® Life
Sciences (84). Esses limiares podem variar de acordo com a plataforma utilizada.

A MSI foi determinada utilizando-se os resultados de NGS e o namero total de loci
de microssatélites mutados por megabase. Foram classificadas como estaveis as
linhagens que apresentavam menos de 46 loci de microssatélites mutados/Mb e instaveis
aquelas com 46 ou mais loci de microssatélites mutados/Mb. Este método foi validado

previamente e nao requer pareamento com amostras normais (84).

d) Reacao de polimerase em cadeia digital - dPCR

As anormalidades no promotor do TERT foram testadas em amostras
selecionadas através de dPCR com o seguinte protocolo:

d.1- Extracdo de DNA

Amostras tumorais fixadas em formalina e embebidas em parafina foram
desparafinizadas e reidratadas com etanol a 100%. As amostras foram digeridas com
proteinase K, incubadas at 55 °C por uma hora com agitacao leve e subsequentemente
a 90°C por mais uma hora. A extracdo de DNA e RNA foi feita com King Fisher Duo
Thermo Fisher (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) de acordo com as
instrucdes do fabricante. DNA e RNA eluidos foram armazenados a -80 °C. A
guantificacdo do DNA e RNA foi feita no NanoDrop (Thermo Scientific, Inc., Waltham,
MA, USA).

d.2- Deteccao de mutacoes do promotor do TERT por dPCR

A analise de PCR digital 3D foi realizada no QuantStudio™ 3D Digital PCR System
(Thermo Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) utilizando-se primers e sondas para
deteccdo de TERTC228T e TERTC250T (Thermo Fisher Scientific). A mistura final de
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reacdo de 14,5 pL continha 8,7 uL QuantStudio™ 3D Digital PCR Master Mix, 0,43 uL de
mistura primer/sonda, 10 ng de DNA. A mistura foi colocada no chip do QuantStudio™
3D Digital PCR. Para mutagdes do promotor do TERT, os chips foram submetidos as
seguintes condigoes: um ciclo a 50 °C por 2 min; um ciclo a 95 °C por 10 min; 54 ciclos
a 55 °C por 1 min e 95 °C por 15 s; um ciclo a 60 °C por 1 min. Dados de fluorescéncia
final foram coletados no QuantStudio™ 3D Digital PCR e analizados utilizando o software
QuantStudio 3D AnalysisSuite (Thermo Scientific, Inc., Waltham, MA, USA).
O QuantStudio™ 3D Digital PCR System esta ilustrado na Figura 8.

Figura 8. Plataforma para realizacdo de PCR digital. a. QuantStudio™ 3D Digital PCR
System. b. Chip com microcanais
Fonte: Thermo Fisher Scientific Inc (Waltham, MA — Estados Unidos) (98)

4.3.2. Predicédo do impacto da substituicdo de aminoacidos
A andlise de variantes menos conhecidas foi realizada com o uso do programa
computacional PolyPhen-2 (Poymorphism Phenotyping V2 -
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) (Boston, Massachussets, Estados Unidos), uma
ferramenta de bioinformatica que prediz os possiveis impactos da substituicdo de
aminoacidos na estrutura e funcdo de proteinas humanas (99).
Para uma dada substituicio de aminoacidos na proteina, o PolyPhen-2 extrai

diversos aspectos da sequéncia e estrutura no sitio de substituicdo e os alimenta em um
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classificador probabilistico (Naive Bayes). O mapeamento da substituicdo de
aminoacidos para uma estrutura 3D conhecida revela se a substituicdo € capaz de
destruir o centro hidrofébico da proteina, interacGes eletrostaticas ou outros aspectos
importantes da estrutura proteica. Se a estrutura espacial da proteina pesquisada ndo é
conhecida, pode-se utilizar proteinas homélogas com estrutura conhecida.

De acordo com a predi¢do, a substituicdo de aminoacidos pode ser considerada
benigna, possivelmente danosa ou provavelmente danosa. Na impossibilidade de fazer
a predicéo por falta de informacdes, a analise € dada como desconhecida.

A pagina inicial de analise do PolyPhen-2 é ilustrada na Figura 9.

Query Data

Protein or SNP identifier

Protein sequence
in FASTA format

Position

AA,ARNDCEQGHILKMFPSTWYV
Substitution
AALARNDCEQGHILKMFPSTWYV

Query description
Submit Query | [Clear| |Check Status

Display advanced query options

Figura 9. Pagina inicial de analise no PolyPhen-2.
Fonte: Polymorphism Phenotyping v2 - http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/ (100)

4.3.3. Analise de associac¢des funcionais entre genes e proteinas
Para explorar o papel das mutacdes driver no contexto da fisiologia tireoidiana,
uma rede de associac¢des funcionais proteina-proteina foi construida utilizando-se um
banco de dados publico de interacdes entre proteinas chamado STRING (Search Tool
for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins - https://string-db.org/), versao 11.0 (101).
A unidade bésica de interacdo no STRING é a associacdo funcional, ou seja, a

ligacdo entre duas proteinas contribuindo conjuntamente para uma funcao biologica
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especifica. Para que duas proteinas estejam associadas, elas ndo necessitam interagir

fisicamente; basta que pelo menos parte de suas fun¢gdes na célula se sobreponham ou

se complementem de modo especifico o suficiente para qualifica-las como componentes

de uma via funcional (101). As interacfes incluem associacdes diretas (fisicas) e indiretas

(funcionais) que tém origem em predicdo computacional, no conhecimento transferido

entre organismos e em informagdes agregadas de outras bases de dados.

No STRING, as interacdes séo derivadas de cinco principais canais, ilustrados

na Figura 10.
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Figura 10. Canais de interacéo do STRING
Fonte: STRING, verséo 11.0. (102)
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Os usuérios podem desabilitar os canais individualmente ou em combinacdées.

Ao fazer a pesquisa, pode-se selecionar uma ou multiplas proteinas, selecionar o

organismo de interesse (ex, Homo sapiens) e explorar a rede resultante, fazendo ajustes

basicos ou avancados, de acordo com sua preferéncia.

Um exemplo de pesquisa no STRING € mostrado na Figura 11, utilizando-se o

gene BRAF.
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A' YWHAB YWHAZ
RAP18
PIK3CA
Estrutura tercidria da proteina BRAF \ 4
o
B. Nodos:
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Figura 11. Exemplo de pesquisa no STRING para a proteina BRAF.
A. Interacdes da proteina BRAF com outras proteinas e estrutura terciaria da proteina.
B. Legenda da figura, conforme apresentado no STRING.

Genes mutados identificados nessa coorte tiveram suas respectivas proteinas
avaliadas do ponto de vista de interacdo funcional com outras proteinas codificadas por
genes cuja expressao € aumentada na tireoide, segundo o Atlas de Proteinas Humanas,
um banco de dados que permite livre acesso as informagdes para exploracdo do
proteoma humano (103).

A analise das associa¢cfes funcionais objetivou identificar proteinas que se
conectam em rede, integrando funcdes moleculares tecido-especificas a genes
causadores de cancer, e provendo informacfes sobre potenciais mecanismos

subjacentes especificos do cancer de tireoide.
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Essa andlise foi realizada com o suporte do Dr. Matthew McCoy, PhD, bioinformata
do Centro de Inovacgdo para Informatica Biomédica (Innovation Center for Biomedical

Informatics) da Universidade de Georgetown.
4.3 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis categoricas (idade dos individuos, volume do tumor primario e dose
cumulativa de iodo radioativo) apresentaram distribuicio normal pelo Teste de
Komogorov-Smirnov — KS (Tabela 2) e assim sdo apresentadas em média e desvio-

padrao.

Tabela 2. Distribuicdo das variaveis clinicas dos pacientes estudados

Variavel KS P Interpretagao
Idade (anos) 0,1212 0,9853 Distribuicdo Normal
Dose cumulativa de lodo 0,2366 0,4445 Distribui¢céo Normal
Tamanho do tumor (em cm) 0,2271 0,4957 Distribui¢cdo Normal

A analise estatistica foi realizada com o suporte do programa computacional Excel
(Microsoft 365, versao 16.45, 2021).
Para analise estatistica, um valor de p menor ou igual a 0,05 foi considerado

significativo.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DA POPULACAO ESTUDADA

As caracteristicas demogréficas desta coorte e a distribuicdo dos achados

histopatologicos dos tumores estéo descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas demogréficas e histopatolégicas dos sujeitos do estudo.

Variavel N=12

Sexo
Masculino 10
Feminino 2
Idade ao diagndstico (em anos)

Média + DP 61 +15,9
Mediana 61
Variagao 25-82

Volume do tumor primério (Média + DP), em cm 39+23

Histologia (N)
CPT - classico
CPT - variante follicular
CPT - variante colunar
CFT
CCH

Tumores com extensao extratiroidiana (N)

o N FP FEP NO

Sujeitos com metastases ao diagndéstico (N) 9
Dose de iodo radioativo acumulada (Média + DP), em mCi 304,5+179,7

Distribuicdo das metastases (N)

LN cervicais (Centrais / Laterais) 11 (8/7)*
LN mediastinais 3
Pulmbes 10
Ossos 5
Atipica (figado) 1

CPT: carcinoma papilar de tireoide; CFT: carcinoma folicular de tireoide; CCH:
carcinoma de células de Hirthle; LN: linfonodos; DP: desvio-padréo; N = nimero da
amostra.

*6 pacientes apresentavam metastases em LN cervicais centrais e laterais; 3,
apenas em LN cervicais centrais; 1, apenas em LN cervical lateral.
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5.2 CARACTERIZACAO DOS ACHADOS MOLECULARES

a) NGS
A analise do panorama genético de todos os sitios pareados compreendeu 0s
genes BRAF, NRAS, HRAS, TP53, ATM, MUTYH, POLE e NTRK, incluindo fusdes nos
genes BRAF e NTRK (Tabela 4).

Tabela 4. Panorama molecular e biomarcador dos tumores analisados.

Primario Metastases

Mutacdes de ponto

BRAF c.1799T>A (p.V600E) 5 5
BRAF ¢.1624C>T (p.H542Y) 1 1
NRAS ¢.182A>G (p.Q61R) 1 1
TP53 Q192X 0 1
ATM c.8840C>A (p.T2947N) 1 1
ATM c. 6764T>C (p.L2255P) 0 1
MUTYH c.1178G>A (p.G393D) 1 2
NTRK3 ¢.1891G>A (p.A631T) 1 0
POLE ¢.2953T>C (p.F985L) 1 0
Fusdes de genes
BRAF-CEP152 1 1
NTRK1-TPR 1 1
Immunohistoquimica (IHQ)
Expresséo positiva de PD-L1 3/12 1/12
Carga de mutacao tumoral (TMB) 4 -10/Mb 3 -10/Mb
Instabilidade de microssatélites (MSI) Estavel Estavel

TMB: tumor mutation burden; Mb: Megabase; MSI: microsatellite instability
Legenda de aminoacidos: D: acido aspartico; E: acido glutamico; F: fenilalanina;
G: glicina; H: histidina; L: leucina; N: asparagina; P: prolina; Q: glutamina; R
arginina; T: treonina; V: valina; Y: tirosina

Os achados clinicos e genéticos individualizados dos pacientes estudados, de
imunohistoquimica e biomarcadores dos sitios primario e metastatico sdo apresentados

na Tabela 5 e na Figura 12.
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Um individuo (sujeito #2) apresentou mutacdo concomitante nos genes BRAF
€.1624C>T (H542Y) e NRAS c¢.182A>G (Q61R). MutagOes driver foram consistentes
entre os sitios, mas em trés individuos outras variantes foram identificadas, seja no tumor
metastatico (sujeitos #3 e #6) ou no tumor priméario (sujeito #10). Dois sujeitos
apresentram fusGes em ambos os sitios pesquisados: BRAF-CEP152 (sujeito #11) e
NTRK1-TPR (sujeito #12). A comparagdo entre os sitios ndo foi possivel em trés casos
(sujeitos #4, 7 e 9) por razdes técnicas (baixa qualidade ou quantidade de DNA para

andlise).



Tabela 5. Detalhamento das caracteristicas clinicas e genéticas dos sujeitos do estudo

57

Idade ao Tamanho Topografia Dose s .
oy . - . . . NGS — tumor primario NGS — metastases
Cdédigo CARIS diagnostico  Sexo  Histopatologia do tumor das cumulativa de ~ =
. . . Expresséo de PD-L1 Expresséo de PD-L1
(anos) (cm) Metastases iodo (mCi)
LNC /LNL BRAF V600E BRAF V600E
MWHC_DTC_01 76 M CcPT 3 LNM 385 PD-L1 10% positivo PD-L1 negativo
MWHC_DTC_02 64 M CPT-VF 6.5 LNC 200 BRAF H542Y; NRAS Q61R BRAF H542Y; NRAS Q61R
Osso PD-L1 negativo PD-L1 negativo
MWHC_DTC_03 56 M CPT 4,2 LNL 365,6 BRAF VGOOE. BRAF VGOOE.; P53 Q192X
PD-L1 negativo PD-L1 negativo
MWHC DTC 04 82 M CPT 4 LNC/ I:NL 239 BRAF VGOOE_ Quantidade insuficiente
- - Pulméo PD-L1 negativo
LNC HRAS Q61R HRAS Q61R;
MWHC_DTC_05 58 F CCH 1 Osso 803 PD-L1 negativo PD-L1 negativo
BRAF V600E; ATM T2947N  BRAF V600E; ATM T2947N;
MWHC_DTC_06 46 M CPT 4 LNC 141 PD-L1 negativo ATM L2255P
PD-L1 negativo
LNC / LNL Qualidade insuficiente BRAF V600E; MUTYH G393D
MWHC_DTC_07 57 M cPT 3.9 Pulméo 362 PD-L1 5% positivo PD-L1 negativo
LNC / LNL BRAF V600E BRAF V600E;
MWHC_DTC_08 65 M CPT-C 35 LNM 328 PD-L1 negativo PD-L1 negativo
MWHC_DTC._09 78 F CET 15 LNC 193.4 NRAS Q61R_; POLE F985L Quantidade insuficiente
Osso PD-L1 negativo
MUTYH G393D; NTRK3 ggl\l(g;/fisozmvo
MWHC_DTC_10 52 M CCH 7 Pulméao 165,2 A631T
PD-L1 80% positivo
LNC /LNL Fusdo BRAF-CEP152 Fusdo BRAF-CEP152
LNC / LNL Fusdo NTRK1-TPR Fusdo NTRK1-TPR
MWHC_DTC_12 25 M cPT 8.5 Pulméo 305 PD-L1 negativo PD-L1 negativo

NGS: Next-generation sequencing; CPT: carcinoma papilar de tireoide; CPT-VF: carcinoma papilar de tireoide variante folicular; LNC: linfonodos cervicais
centrais; LNL: linfonodos cervicais laterais; LNM: linfonodos mediastinais.
CPT-C: carcinoma papilar de tireoide variante colunar; CFT: carcinoma folicular de tireoide; CCH: carcinoma de células de Hiirthle
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# Sujeito 1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 11 12
Tumor primario| CPT CPT-VF CPT CPT CCH CPT CPT CPT-C CFT CCH CPT-VF CPT
THM T3M1bMA1 T4aM1al1 T3WAbM1  T3bMA1BM1 T3IMN1aM1  T3MONWx T2MNA1BM1 T3N1bMx T1bMOM1  TINOMx T3IM1bBM1 T4M1MA
lutacdes de ponto *
393D
AGIT
BRAF-CEP152
10% negativa  negativa negativa negativa | negativa 5% negativa  negativa 80% negativa negativa
-] 10 indeterminado -] indeterminado =) ® 5 2 4 -] 9
estivel estidvel  indeterminado estavel indeterminado,  estavel * estavel estavel estavel eztavel estavel
Sitio metastatico LN Osso LN Pulmdes Osso LN Pulmdées LN Osso Pulmdes LN Pulmées
mediast cervical cervical mediast mediast
Intervalo entre
tireoidectomia & 1] 12 dias Janos - 6.7 meses 11.5 meses 2.9 anos 1.5 anos 8.8 anos - 22 dias 2.7 anos - 21 dias - 2.6 meses
bidpsia
RIT entre
tireoidectomia e néo nio sim néo néo sim sim sim nao sim néo nio
bidpsia
lutagées de ponto * x
G393D G393D
BRAF-CEP152
negativa negativa  negativa negativa negativa  negativa negativa negativa negativa 95% negativa negativa
5 10 2 ® 4 [ indeterminado 5 ® 3 5 ]
estavel estavel estavel ® duvidoso estavel indeterminado  estavel ® estavel estavel estavel
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Figura 12. Comparacao entre os perfis genéticos, imunohistoguimica e biomarcadores dos sitios primario e metastatico. Cada coluna
representa um sujeito de estudo. A parte superior da figura corresponde ao tumor primario e a parte inferior aos sitios metastaticos.
CPT: carcinoma papilar de tireoide; CPT-VF: carcinoma papilar de tireoide variante folicular; CPT-C: carcinoma papilar de tireoide
variante colunar; CFT: carcinoma folicular de tireoide; CCH: carcinoma de células de Hurthle. IHQ: imunohistoquimica; TMB: tumor
mutation burden; Mb: megabase; MSI: microsatellite instability; RIT: radioiodoterapia. LN: linfonodo.

* indica qualidade ou quantidade insuficientes para analise

A classificacdo TNM utilizada correponde a oitava edi¢do (2017) (104).
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b) Expressao de PD-L1
No tumor primério, a expressdo de PD-L1 foi positiva em 2 individuos com PTC
(5% e 10% de expressao) e em 1 individuo com HTC (80% de expresséo). No que se
refere as metastases, apenas o tumor do ultimo individuo permaneceu positivo, com 95%

de expresséao (Tabela 5 e Figura 5).

c) Biomarcadores (assinatura gendémica)
Todos os espécimes apresentaram estabilidade para o teste de instabilidade de
microssatélites.
A carga de mutacdo tumoral, que variou entre 3 e 10 mutacées/MB, foi

considerada baixa a intermediaria em todos os espécimes.

d) PCR digital
Mutacdes da regido promotora do TERT c¢.-124C>T (C228T) e TERT c.-146C>T
(C250T) foram testadas em amostras dos tecidos tumorais metastaticos dos sujeitos # 1,
2,4,6,8,9,11e 12.
Mutac&o no TERT c.-146C>T (C250T) nao foi detectada em nenhum dos casos
examinados. Mutacao na regido promotora do TERT c¢.-124C>T (C228T) foi detectada
apenas no sujeito # 2.

Os resultados estao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Resultados da PCR digital para o promotor do TERT.

# Sujeito e sitio metastatico pesquisado Promotor do TERT
c.-124C>T C.-146C>T
C228T C250T
#1 - tireoide ND ND
#2 - 0SSO C228T ND
#4 - tireoide ND ND
#6 - tireoide ND ND
#8 - LN mediastinal ND ND
#9 - tireoide ND ND
#11 - tireoide ND ND
#12 - tireoide ND ND

LN: linfonodo; ND: nao detectado
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5.3. PREDICAO DO IMPACTO DA SUBSTITUICAO DE AMINOACIDOS

Os resultados para as variantes BRAF p.H542T, ATM p.T2947N, ATM

p.L2255P, MUTYH p.G393D, NTRK3 p.A631T e POLE p.F985L séo apresentados
na Figura 13.

BRAF p.H542T: provavelmente danosa

PolyPhen-2 report for P15056 H542Y
Query

Protein Acc  Position AA; AA, Description

P15056 542 H Canonical; RecName: Full=Serine/threonine-protein kinase B-raf; EC=2.7.11.1; AltName: Full=Proto-oncogene B-Raf; AltName: Full=p94; AltName: Full=v-
Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1; Length: 766
Results

[+ Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398
Humbiv

This mutation is predicted tobe PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity: 1.00)

B.Im E:ZB 0145 B:SG 8,80
+| HumVar

Details

ATM p.T2947N: provavelmente danosa

PolyPhen-2 report for Q13315 T2947N

Query
Protein Acc  Position AA; AA, Description

Q13315 2947 T N Canonical; RecName: Full=Serine-protein kinase ATM; EC=2.7.11.1; AltName: Full=Ataxia telangiectasia mutated; Short=A-T mutated; Length: 3056
Results

|+| Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398
HumDiv

This mutation is predicted to be  PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity: 1.00)

T T 1
8.88 a.20 8.48 8.68 a.80 1.88

ATM p.L2255P: provavelmente danosa

PolyPhen-2 report for Q13315 L2255P

Query

Protein Acc  Position AA; AA; Description
Q13315 2255 L P Canonical; RecName: Full=Serine-protein kinase ATM; EC=2.7.11.1; AltName: Full=Ataxia telangiectasia mutated; Short=A-T mutated; Length: 3056

Results

Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398
HumDiv

This mutation is predicted tobe PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity: 1.00)

T 1
a.ea 8,20 a,48 8,60 8,88 1,88

Figura 13. Resultados da predicdo do impacto da substituicdo de aminoacidos
pelo PolyPhen-2 (continua)
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MUTYH p.G393D: provavelmente danosa

PolyPhen-2 report for QOUIF7 G393D (rs36053993)
Query
Protein Acc  Position AA; AA; Description

QOUIFT 393 G D Canonical, RecName: Full=A/G-specific adenine DNA glycosylase; EC=3.2.2.-; AltName: Full=MutY homolog; Short=hMYH; Length: 546
Results

[+] Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398

HumDiv
This mutation is predicted tobe PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity: 1.00)

T T T T

8,08 .28 0,40 8.60 .88 1,60

NTRK3 p.A631T: possivelmente danosa

PolyPhen-2 report for Q16288 A631T
Query
Protein Acc  Position AA; AA; Description

Q18288 g3t A receptor type 3; AltName: Full=TrkC tyrosine kinase; Flags: Precursor; Length: 839
Results
[+] Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398
HumbDiv
This mutation is predicted tobe POSSIBLY DAMAGING with a score of 0.947 (sensitivity: 0.79; specificity: 0.95)
a'w 8,20 8,48 Blﬂl 9:88 1189
el —te

POLE p.F985L: possivelmente danosa

PolyPhen-2 report for Q07864 F985L
Query
Protein Acc  Position AA; AA; Description

Canonical; RecName: Full=NT-3 growth factor receptor; EC=2.7.10.1; AltName: Full=GP145-TrkC; Short=Trk-C; AltName: Full=Neurotrophic tyrosine kinase

Q07864 985 F L Canonical; RecName: Full=DNA polymerase epsilon catalytic subunit A; EC=2.7.7.7; AltName: Full=DNA polymerase Il subunit A; Length: 2286

Results

|+| Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398

HumDiv
This mutation is predicted tobe POSSIBLY DAMAGING with a score of 0.905 (sensitivity: 0.82; specificity: 0.94)

Figura 13. Resultados da predicéo do impacto da substituicdo de amino&cidos pelo PolyPhen-
2 (continuacao)

5.4. ANALISE DE ASSOCIACOES GENETICAS FUNCIONAIS
A analise de bioinformatica revelou varias associa¢cdes funcionais interessantes
entre os grupos de genes alterados nessa coorte e genes comumente expressos na

tireoide, apresentados na Figura 14.
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Proteinas com expressao Proteinas iniciadoras de cancer
aumentada na tireoide

@ @

Figura 14. Associagdes funcionais entre as proteinas comumente expressas na tireoide e as
proteinas relacionadas ao desenvolvimento de cancer, identificadas nesta coorte.

ATM: ATM serine/threonine kinase; BRAF: B-Raf proto-oncogene,serine/threonine kinase;
CALCB: Calcitonin Related Polypeptide Beta; FOXE1: Forkhead Box E1; HRAS: HRas Proto-
Oncogene, GTPase; IYD: lodotyrosine Deiodinase; MUTYH: MutY DNA Glycosylase; NRAS:
NRAS Proto-Oncogene, GTPase; NTR: Nerve Growth Factor Receptor; NTRK1: Neurotrophic
Receptor Tyrosine Kinase 1; NTRK3: Neurotrophic Receptor Tyrosine Kinase 3; OTOS:
Otospiralin; PAX8: Paired Box 8; PDE8B: Phosphodiesterase 8B; POLE: DNA Polymerase
Epsilon, Catalytic Subunit; RAG2: Recombination Activating 2; SLC26A4: Solute Carrier Family
26 Member 4; TG: Thyroglobulin; TP53: Tumor Protein P53; TPO: Thyroid Peroxidase; TSHR:
Thyroid Stimulating Hormone Receptor.

Nessa figura os nodos representam as proteinas, as linhas indicam as
associacdes funcionais entre as proteinas indicadas pelo STRING.

Alternativamente ao uso linha coloridas, pode-se expressar a forca das evidéncias
gue suportam as associacdes de acordo com a espessura das linhas. Desta forma, na
Figura 14, observamos forte associacdo da proteina BRAF com as proteinas HRAS,
NRAS e NTRK1 e uma fraca associacdo direta com PAX8. De forma semelhante,
observa-se forte associagéo da proteina TP53 com HRAS, NRAS, MUTYH e ATM, e uma
associacdo moderada com PAX8, a qual, por sua vez, esta fortemente associada as
proteinas SLC26A4 e FOXEL.
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6 DISCUSSAO

Os dados deste estudo com individuos com CDT avancado refratario ao
radioiodo nos permitiram conhecer aspectos das semelhancas e diferengas no perfil
molecular entre o tumor primario e o sitio de metastase em um mesmo paciente. Embora
o perfil mutacional como um todo tenha sido semelhante neste grupo de pacientes, as
diferencas encontradas em alguns individuos fornecem dados interessantes sobre
mecanismos fisiopatolégicos envolvidos na evolucao clinica desses pacientes. Em um
aspecto mais amplo, esses dados podem representar bases para potenciais implicacoes
terapéuticas no contexto da medicina de precisao.

Ainda que o cancer de tireoide seja mais frequente no sexo feminino, observamos
que dez dos 12 individuos dessa coorte foram do sexo masculino. Esta observacao é
consistente com dados da literatura, os quais sugerem que homens acometidos por
cancer de tireoide sdo mais propensos a serem diagnosticados com doenca mais
avancada, com subtipos histoldégicos mais agressivos e com mais idade (19). A média de
idade de diagndstico observada entre os pacientes do presente estudo foi de 61 + 15,9
anos, variando de 25-82 anos, também em consonancia com os dados da literatura.

Concordante com publicacdes prévias (50, 105), a mutacdo de ponto no gene
BRAF foi a anormalidade genética mais observada nesta coorte, presente em sete dos
12 individuos. O principal hotspot da mutac&o de ponto neste gene leva a substituicao de
uma timina por uma adenina na posi¢cao 1799 (c.1799T>A), resultando na substituicio de
uma valina por um &cido glutdmico na proteina BRAF (p.V600E), o que, por sua vez,
causa ativacao constitutiva da proteina quinase BRAF e ativacdo oncogénica da via da
MAP-quinase (49, 106). Desde sua descri¢céo inicial em 2003 (107, 108), um grande
numero de estudos tem descrito o valor prognéstico da mutacdo BRAF V600E no CPT.
Estd bem caracterizada sua associacdo com desfechos clinicos mais reservados,
incluindo maior risco de recorréncia da doenca de forma menos responsiva ao iodo
radioativo, bem como com a presenca de achados histopatologicos de maior
agressividade, tais como extensao extratireoidiana (ETE) e metastases linfonodais (109,
110). Em um estudo retrospectivo multicéntrico incluindo 1.849 pacientes, a presenca de

mutacdo BRAF V600E esteve significativamente associada ao aumento da mortalidade
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doenca-especifica em pacientes com CPT (106, 111). Nossos achados sao consistentes
com esses estudos, uma vez que os individuos portadores de mutacdo BRAF ¢.1799T>A
(p.V600E) apresentavam doenca recorrente, refrataria ao radioiodo, em sua maioria com
metastases linfonodais. Em cinco dos sete casos com mutacdo BRAF, houve
concordancia quanto a presenca desta mutacdo entre 0s espécimes tumorais primarios
e metastaticos.

Dentre os individuos com mutacéo de ponto BRAF, apenas em um caso observou-
se uma mutacdo BRAF ndo V600E. Trata-se do sujeito #2, cujos tumores primario e
metastatico (osso) apresentram uma mutacdo BRAF ¢.1624C>T, que resulta na
substituicdo de uma histidina por uma tirosina na proteina BRAF (p.H542Y). De acordo
com a base de dados OncoKB (112), mantida pelo Memorial Sloan Kettering Cancer
Center (MSK), esta é uma variante de significado bioldgico incerto (Variant of Unknown
Significance, VUS). No Catalogo de Mutacbes Somaticas em Cancer (Catalogue of
Somatic Mutations in Cancer - COSMIC v92) (113, 114), a variante BRAF ¢.1624C>T
(p.H542Y), esta descrita em cancer de colon e em melanoma, ao passo que nao ha
relatos desta mutacdo na base de dados TCGA (115, 116). Além deste achado, ambos
0S espécimes tumorais deste individuo também apresentaram uma mutacdo NRAS
c.182A>G, que consiste na substituicdo de uma adenina por uma guanina na posi¢cao
182 do gene e resulta na substituicdo de uma glutamina por uma arginina no codon 61
da proteina quinase NRAS (p.Q61R).

Mutagdes do gene RAS sdo comumente observadas em neoplasias foliculares,
estando presentes em 20-25% dos adenomas foliculares, 30-45% dos casos de CPT
variante folicular (como € o caso do individuo em questao), 30-45% dos CFT, 20-40%
dos CTPD e CAT (106).

Em oncogénese tireoidiana, mutacbées BRAF e RAS sao as principais formas de
ativacao da via da MAP quinase, sendo que estas mutacdes agem de forma mutuamente
exclusiva (49, 50).

E possivel que a mutacio BRAF ¢.1624C>T (p.H542Y) observada no individuo #2
seja uma variante constitutiva deste paciente ou uma mutacdo passenger. A analise de
tecido ndo tumoral seria util na distingcdo entre estas possibilidades, mas isto ndo pdde

ser realizado. Alternativamente, utilizamos o programa computacional PolyPhen-2 para
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realizar a predicdo do efeito desta mutacdo na proteina e encontramos uma alta
probabilidade de que a referida mutacdo seja danosa (especificidade 100%). Vale
ressaltar que este individuo, natural da Etidpia, apresentava um tumor de comportamento
bastante agressivo localmente, com invasao local que necessitou laringectomia, bem
como com metastases 0sseas, pulmonares e hepaticas. Este foi o primeiro paciente
desta coorte a evoluir para 6bito devido a faléncia respiratoria aguda em decorréncia das
metastases pulmonares.

Intrigados pela discrepancia entre o quadro clinico deste sujeito e as mutacdes
encontradas de forma concordante entre os sitios, prosseguimos a investigacao de
mutac¢des na regido promotora do gene TERT, sabidamente relacionado a casos de
maior agressividade quando associado a mutacdes do gene BRAF (56, 57). De fato, foi
identificada, no espécime 0ssea, uma mutagcdo na regido promotora do gene TERT c.-
124C>T, resultando na substituicdo de uma cisteina por uma treonina no codon 228
(p.C228T). Nao foi observada mutacdo no promotor do TERT em nenhum dos demais
casos testados. O dueto de mutacao genética envolvendo RAS e o promotor do TERT ja
foi descrito em cancer de tireoide e tem sido associado a um quadro clinico de
agressividade tumoral, incluindo maior recorréncia tumoral e mortalidade (106, 117).
Sohn et al, em um estudo comparativo de tumores primarios e suas respectivas lesdes
metastaticas, encontraram alta concordancia quanto a combinacdo dessas mutacodes,
bem como uma associacdo com desfechos clinicos mais reservados (29). Esses dados
corroboram os achados clinicos do sujeito #2, mas nao foi possivel avaliar a presenca da
mutacéo do promotor do TERT no tumor primario.

A mutacdo no gene RAS também foi detectada em dois outros sujeitos de estudo.
O sujeito #5 revelou uma mutacédo de ponto HRAS c.182A>G (p.Q61R) em ambos o0s
sitios examinados. O sujeito #9 apresentou uma mutacdo de ponto NRAS c¢.182A>G
(p.Q61R) no tumor primario associada a uma mutacdo de ponto no gene POLE
€.2953T>C (p.F985L). Esta mutacao foi previamente identificada em CCH (105) e em
formas fatais de carcinoma de tireoide ndo anaplasico (118). Na analise pelo PolyPhen-
2, a variante POLE p.F985L foi considerada possivelmente danosa. Infelizmente, a
comparacao com o espécime da metastase 6ssea nao foi possivel devido a quantidade

insuficiente de material para andlise.
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Dois padrées de fusdo génica foram detectados nesta coorte, de modo
concordante entre os sitios: CEP152-BRAF (sujeito #11) e NTRK1-TPR (sujeito #12).
Dentre todas as quinases, as fus6es BRAF sdo as mais comumente observadas em
diversos tipos de tumores, incluindo cancer de prostata, melanoma, cancer de tireoide
induzido por radiacao e gliomas pediatricos de baixo grau. Contudo, o espectro total das
fusbes BRAF em cancer humano permanece incompleta (20, 26).

No presente estudo, identificamos uma fusdo BRAF com um novo parceiro,
CEP152. Para investigar o efeito oncogénico desta nova fusdo, uma proposta seria a
confirmacdo da fusdo por sequenciamento de Sanger e a realizacdo de estudos
funcionais in vitro. Os experimentos poderiam incluir a geracéo de uma linhagem celular
expressando os transcritos da fusdo, a andlise da expresséo génica em células controle
e em células contendo a fusdo (sequenciamento de RNA), a andlise da ativacdo da
sinalizacdo celular nas células que expressam a proteina quimérica, a analise do
crescimento e do potencial metastatico dessas células in vitro e em modelos animais, a
analise da resposta ao tratamento com inibidores BRAF in vitro e in vivo. A proposta dos
pesquisadores envolvidos neste estudo é de continuar essa investigacdo para entender
seu significado e implicagéo.

Adicionalmente, relatamos a ocorréncia de uma fusdo NTRK1 com um parceiro
conhecido, TPR. Este parceiro contém um dominio de dimerizagéo espiralado (coiled coil
domain) que potencialmente ativa o dominio TRK quinase a jusante (119). Tipicamente,
as fusdes NTRK ocorrem através de rearranjos intra ou intercromossémicos que levam a
formacao de genes hibridos nos quais a sequéncia 3’ do gene NTRK, incluindo o dominio
quinase, € justaposta a sequéncia 5’ de um gene diferente. O produto da fusdo € uma
oncoproteina quimérica caracterizada pela ativagdo constitutiva, ligante-independente,
da TRK quinase (119). Fusdes TRK estéo relacionadas a patogénese do fibrosarcoma
congénito, do carcinoma secretor de mama e do cancer de tireoide, nos quais foram
relatadas em apenas 1% dos CPT avancados (20, 105). Contudo, as fusdes NTRK tém
atraido especial interesse da comunidade cientifica devido a possibilidade de terapia
alvo. O larotrectinibe, um inibidor altamente seletivo das trés proteinas TRK, foi aprovado
pelo FDA em 2018 para tumores solidos contendo fusGes nesses genes (120). Drilon et

al avaliaram 55 pacientes com tumores positivos para fusbées NTRK, cinco dos quais com
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diagndstico de cancer de tireoide (9%). A atividade antitumoral mostrou-se duradoura,
potente e rapida, com bom perfil de seguranca (120). O sujeito #12, no qual a fusédo
NTRKZ1 foi detectada é o mais jovem desta coorte, tendo sido diagnosticado aos 25 anos
com metastases pulmonares de CPT que ndo apresentaram captacdo alguma apos a
dose terapéutica de iodo. O paciente ndo tem histdria de exposicdo a radiacao ionizante.
Ele permanece em acompanhamento clinico e, caso haja progresséo da doenca, podera
se beneficiar da terapia alvo com larotrectinibe.

O sujeito #10 apresentou, tanto no tumor primario quanto no tumor metastatico,
uma mutacao de ponto no gene MUTYH ¢.1178G>A, que resultou na substituicdo de uma
glicina por um &cido aspartico no cédon 393 (p.G393D). De acordo com a base de dados
COSMIC v92 (113, 114) , essa mutacao ja foi descrita em dez casos de carcinoma
avancado de tireoide (105). Na analise pelo PolyPhen-2, a variante MUTYH p.G393D foi
considerada provavelmente danosa. Adicionalmente, esse sujeito apresentou uma
mutacao de ponto no gene NTRK3 ¢.1891G>A (p.A631T). Mutacdes nesse gene ja foram
descritas em carcinoma anaplasico de tireoide (105). Ao ser analisada pelo PolyPhen-2,
esta variante foi considerada possivelmente danosa. Entretanto, a mutacdo NTRK3 nao
foi evidenciada no tumor metastatico, apenas no tumor primario. E notavel, ainda, a
elevada expressao de PD-L1 em ambos os tumores desse sujeito, de 80% no tumor
primario e 95% na biopsia da metastase pulmonar. Dentre os demais sujeitos do estudo,
apenas dois apresentaram expressao de PD-L1, mas bem menos intensa e apenas nos
tumores primarios (sujeitos #1 e #7). O sujeito #10 apresentava metastases pulmonares
gue se encontravam estaveis até o fechamento de dados deste estudo, mas a elevada
expressao de PD-L1 nos seus tumores abre a possibilidade de uso de imunoterapia em
caso de progresséao da doenca.

O panorama imunolégico do carcinoma papilar de tireoide € do subtipo
inflamatorio, com baixa a moderada proliferacao de células tumorais e baixos niveis de
alterac6es no numero de cOpias somaticas, de modo que o carcinoma diferenciado de
tireoide é considerado pouco imunogénico (83, 121). Nossos resultados corroboram este
conceito, evidenciado pelo padrdo de estabilidade de microssatélites, pela baixa a
intermediaria carga de mutacédo tumoral e pela baixa expresséo de PD-L1 na maioria das

amostras. Esse perfil de baixa imunogenicidade confere ao CDT um padréo
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potencialmente pouco responsivo a terapia de checkpoint imunologico, exceto em
situacdes nas quais a lesdo tumoral apresente caracteristicas de maior imunogenicidade,
como a apresentada pelo sujeito #10.

Dentre os 12 sujeitos, apenas trés apresentaram diversidade genética entre os
tumores primarios e metastaticos. O sujeito #10 apresentou uma mutacdo de ponto
NTRK3 apenas no tumor primario, conforme descrito acima. O sujeito #3 apresentou uma
mutacdo de mudanca na matriz de leitura (frameshift) no gene TP53 Q192X e o sujeito
#6 apresentou uma segunda mutagdo de ponto no gene ATM c.6764T>C (p. L2255P),
além da variante ATM ¢.8840C>A (p.T2947N), presente em ambos os sitios. Ambos
esses genes estao relacionados ao reparo de DNA e sabe-se que uma das marcas
caracteristicas das células cancerigenas é sua capacidade de evadir a acao de
supressores tumorais (122).

O TP53 é o protétipo do gene supressor tumoral, sendo o0 gene mais
frequentemente mutado em cancer (26, 123). Ele recebe informagdes sobre o grau de
lesdo ao genoma, niveis de nucleotideos, sinais promotores de crescimento celular e
alteracdes em outros sistemas operacionais intracelulares, podendo suspender a
progressdo do ciclo celular até que essas condicBes estejam normalizadas. Caso o
desarranjo metabdlico ou a lesdo ao genoma sejam muito graves, o TP53 emite sinais
gue levam a apoptose celular (122, 123). De acordo com a base de dados OncoKB (112),
a mutacdo TP53 Q192X identificada no tumor metastatico do sujeito #3, € possivelmente
oncogénica, levando a uma perda de funcao da proteina TP53, 0 que € vantajoso para a
progressao tumoral. Nos bancos de dados COSMIC (113, 114) e OncoKB (112), ndo ha
relatos dessa mutagéo em cancer de tireoide.

De modo semelhante, o0 gene ATM patrticipa de vias sinalizadoras de resposta a
lesédo de DNA, tais como quebra da dupla fita e recombinag¢do homdloga, agindo como
um checkpoint do ciclo celular apds situacdes de estresse (124). Mutacdes germinativas
e somaticas no ATM séo descritas em 10-20% dos céanceres colorretal, gastrico e
adenocarcinoma pulmonar, dentre outros tipos de cancer. Deficiéncia do ATM pode
ocorrer também devido a hipermetilagdo de sua regido promotora (124). Em céncer de
tireoide, mutacdes do ATM foram descritas em 4% de casos de CPT avancado (105). De
acordo com o banco de dados OncoKB (112), a mutagdo ATM c¢.8840C>A (p.T2947N) é
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provavelmente oncogénica, levando a perda de funcdo do gene. A ocorréncia de uma
segunda mutacdo ATM c. 6764T>C (p. L2255P) observada apenas no tumor metastético
do sujeito #6, embora de significado desconhecido, potencialmente vem a comprometer
ainda mais a funcdo do gene. A analise pelo PolyPhen-2 indica que ambas essas
variantes do gene ATM sejam provavelmente danosas para a proteina.

Conforme demonstrado na Figura 12, cinco individuos desta coorte foram
submetidos a radioiodoterapia no intervalo entre a tireoidectomia e a bidpsia da lesao
metastatica, trés dos quais apresentaram discrepancia no perfil genético entre os pares
tumorais (#3, #6 e #10). Uma possibilidade € de que o surgimento de novas mutacdes
nos individuos #3 e #6 possa ter sofrido alguma influéncia, ao menos em parte, da
radioiodoterapia (125). No individuo #10, uma das mutacdes presentes no tumor primario
(NTRK3 A631T) estava ausente no tumor metastatico, o que pode sugerir que o clone
tumoral que continha essa mutacdo ndo tenha sido representado na amostra do tumor
metastatico. Nos outros dois individuos, ndo foi possivel realizar a comparacao entre os
sitios por insuficiéncia de material para analise. Os demais sete individuos da coorte,
tiveram as lesfes metastaticas removidas ou durante a tireoidectomia (sujeito #1), alguns
dias depois (sujeito #2) ou antes da tireoidectomia total (sujeitos #4, #5, #9, #11 e #12).

Ao compararmos os resultados de nosso estudo com estudos semelhantes que
avaliaram o perfil genético pareado de tumor tireoidiano primario e metastases a distancia
(29-31), observamos algumas diferencas metodolégicas que podem ter levado a
diferentes conclusfes. Sohn et al avaliaram 17 pacientes com CDT (dez pacientes com
com CPT e 7 pacientes com CFT) utilizando um painel de NGS composto por 50 genes.
Esses autores encontraram alta concordancia entre as anormalidades genéticas dos
espécimes tumorais primarios e metastaticos, sendo mutacées BRAF mais prevalentes
nos casos de CPT e mutacdes RAS em associacdo com mutagdes do promotor do TERT
em casos de CFT (29). Masoodi et al utilizaram WES (whole-exome sequencing) para
comparar 14 trios de tecido tireoidiano normal, tumor primario e metastases a distancia.
Os autores identificaram mutacdes driver nos genes BRAF, NRAS e HRAS concordantes
entre os sitios analisados, porém encontraram grande heterogeneidade no que se refere
as mutacdes passenger e a presenca de variantes deletérias afetando genes

sinalizadores de repressao transcricional e de metilagdo do DNA, restritas as lesdes
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metastéaticas (30). Song et al avaliaram 15 pares de tumor primario e metastases a
distancia com um painel de NGS de 50 genes, identificando muta¢cées do promotor do
TERT com maior prevaléncia, seguidas de mutacdes do BRAF e do RAS, com alto grau
de concordancia entre os espécimes (31). Em comparacdo com esses estudos, nossa
populacdo € mais heterogénea, que pode refletir, a0 menos em parte, a pratica clinica
em um hospital terciario. Ademais, a diversidade genética que identificamos é notavel,
em virtude da abrangéncia do painel molecular que utilizamos, apesar do pequeno
namero amostral. Nossos dados enfatizam a importancia da identificacdo do perfil
molecular de lesdes metastaticas refratarias ao iodo radioativo, pois a deteccdo de uma
anormalidade passivel de terapia alvo tera grande peso na deciséo terapéutica.

O estudo de associacdes funcionais entre genes iniciadores de cancer e genes
gue codificam proteinas comumente expressas na tireoide pode ser potencialmente Util
para a geracao de novas hipoteses sobre mecanismos oncogénicos inerentes ao cancer
de tireoide, bem como para a exploracdo de novas armas terapéuticas para pacientes
com CDT refratario ao iodo radioativo.

A andlise de bioinformética realizada com a ferramenta STRING para as proteinas
codificadas por genes alterados encontrados no presente estudo sugere como tais
proteinas podem estar inter-relacionadas de forma a interferir, direta ou indiretamente,
com a biologia de varias proteinas essenciais as diversas etapas da fisiologia da tireoide.

A principal funcdo da célula folicular tireoidiana envolve a utilizagéo iodeto para a
sintese de horménio tireoidiano. Esse processo requer a acdo coordenada de diversas
proteinas, como as ilustradas na Figura 14, destacando-se a PAX8, que € uma proteina
nuclear envolvida na regulacdo da expressdo de genes tireoide-especificos, incluindo
genes que codificam a tireoglobulina (TG), a tireoperoxidase (TPO) e o cotransportador
sédio-iodeto (Na-lI symporter, NIS)(126, 127). A ativacdo aberrante da via da MAP-
guinase altera de forma crucial varias etapas envolvidas no manejo do iodeto pela célula
tireoidiana (49). Numerosos estudos relataram associacéo da mutacdo BRAF V600E com
reducdo ou auséncia da expressao de genes relacionados ao manejo do iodedo: NIS,
TSHR, TPO, TG, SLC26A4 (que codifica a pendrina, proteina responsavel pelo transporte

do iodedo na membrana apical das células foliculares para o limen dos foliculos) (49).
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Esse aspecto da interacdo proteina-proteina € bem visualizado na Figura 14, a
qual ilustra, a partir de dados de estudos em ciéncia basica, como as proteinas BRAF,
HRAS, NRAS, TP53, ATM parecem se conectar em rede e interferir com a proteina PAX8,
a qual, por sua vez, também esta interligada em rede com as proteinas TG, SLC26A4,
YD, TPO, TSHR, FOXE1, sendo este ultimo um fator de transcricdo chave no
desenvolvimento e fungéo da tireoide.

Depreende-se das associacfes descritas na Figura 14, que ha conexdes de
proteinas menos conhecidas no contexto do cancer de tireoide, como NTRK, MUTYH e
POLE, com proteinas-chave da via da MAP-quinase, como as proteinas RAS.

A partir dessa andlise, observa-se uma interessante interacdo entre as proteinas
codificadas pelo gene TP53 e aquelas codificadas pelos genes PAX8 e RAG2. E descrito
gue o gene PAX-8 estd menos expresso na presenca de mutacdes do TP53 em células
foliculares da tireoide (128). Ao gene RAG2 é atribuida participacdo na mediacdo da
clivagem do DNA durante a recombinagdo somatica de linfécitos, conhecida por
recombinacdo V(D)J (variable, diversity, joining). Estudos funcionais que investigaram
mecanismos de reparo de DNA mostram que a expressao do RAG2 é regulada por
peptideos derivados do TP53 (129, 130).

Adicionalmente, associac¢oes funcionais entre RAG2 e ATM foram descritas em
alguns estudos, e estédo envolvidas de forma cooperativa no reparo de quebras nas fitas
duplas de DNA (131).

Nesse contexto, a analise de bioinformatica focada em associacdes gene-gene
e/ou proteina-proteina abre um novo campo de estudo em cancer de tireoide.
Entendemos ser importante continuarmos com essa investigacdo sobre as relagtes
funcionais, em especial entre RAG2 e PAX8 com genes associados a carcinogénese
tireoidiana.

Esse tipo de estudo com maior detalhamento na compreensédo desta rede de
interacdes pode prover dados para melhor entendimento de novos aspectos da
patogénese dos tumores de tireoide e embasar potenciais e inovadoras intervencdes

terapéuticas aos pacientes com CDT metastatico e refratario ao iodo radioativo.
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Limitacdes do estudo

Na fase inicial desta pesquisa, a maior dificuldade foi a identificagéo dos casos de
CDT avancado e refratario ao radioiodo. Esta é uma dificuldade recorrente em pesquisas
clinicas em cancer de tireoide, uma vez que ha apenas um cédigo internacional de
doenca (CID-10) para todos os tipos de carcinoma de tireoide: C73. Para contornar este
obstaculo, foi utilizada a base de dados do servico de Medicina Nuclear do MedStar
Washington Hospital Center e indicacdes dos médicos assistentes desse servi¢co durante
as discussoOes de caso - Thyroid Conferences do MedStar Washington Hospital Center.
Desta forma, para melhor sistematizar a identificacdo e acompanhamento longitudinal
dos individuos com CDT avancado, propds-se a organizacdo de uma coorte de
seguimento com os dados clinicos, bioquimicos, imagenologicos e genéticos, incluindo o
pareamento molecular dos tumores primario e metastatico.

ApoOs a identificacdo de possiveis candidatos ao estudo, deparamo-nos com a
dificuldade em obter amostras de tecidos tumorais, especialmente porque muitos
pacientes identificados haviam sido submetidos a tireoidectomia ha mais de dez anos e,
com frequéncia, em outros servi¢os. Nos Estados Unidos, € um procedimento de rotina
0S espécimes cirargicos e de bidpsia serem descartados apos dez anos. Assim, muitos
pacientes em acompanhamento regular e com bidpsias recentes de sitios metastaticos
nao mais dispunham do espécime cirurgico do tumor primario para comparacao. Por
outro lado, alguns pacientes dispunham do espécime do tumor primario, mas nao havia
sido realizada bidpsia em lesdes que se tornaram refratarias ao iodo radioativo, pois esse
procedimento nem sempre é necessario ou acessivel no seguimento clinico.

Nossos resultados apresentam também limitacdo devido ao tamanho da amostra,
apesar de estudos prévios semelhantes terem sido realizados com um namero amostral
que variou de 14 a 17 pares tumorais avaliados (29-31). Por limitagdo orcamentaria, s6
foi possivel analisamos um sitio metastatico de cada paciente, além de nao ter sido
possivel analisar amostras de tecido nao tumoral.

Adicionalmente a esses pontos, por se tratar de uma amostragem de
conveniéncia, os espécimes dos pacientes foram obtidos em diferentes momentos do

seguimento clinico. Em alguns, ambas amostras dos tecidos do tumor primario e
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metastatico foram obtidas antes da radioioterapia, enquanto em outros a obtencao do
tecido do tumor metastatico foi feita apos a radioterapia.

Um outro aspecto limitante da analise é o fato de nado ter sido possivel o
pareamento molecular entre os tumores primarios e metastaticos em trés pacientes, por
insuficiéncia de material. De acordo com os resultados que seriam observados nesses
pacientes, a proporcédo de semelhanca ou diferenga génica entre os tecidos poderia ser
diferente, com impacto na interpretacdo da magnitude dessa questéo.

Entretanto, apesar dessas limitacdes, as quais refletem, ao menos em parte, a
pratica clinica no mundo real, nossos dados trazem informacdes originais e que
contribuem com o conhecimento nesse campo de estudo e potencial impacto na

assisténcia a pacientes com cancer diferenciado de tireoide refratario ao iodo radioativo.
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7 CONCLUSAO

Os dados deste estudo sobre a caracterizacdo molecular pareada dos tumores
primario e metastatico em pacientes com carcinoma diferenciado de tireoide refratario ao
iodo radioativo mostram que:

-As anormalidades genéticas identificadas nessa coorte envolveram 0s genes
BRAF, NRAS, HRAS, TP53, ATM, MUTYH, POLE, NTRK e a regiao promotora do TERT.

-Houve alta concordancia entre os pares teciduais, no que se refere aos
conhecidos genes driver em oncogénese tireoidiana (BRAF, NRAS, HRAS, TP53 e
TERT).

-As mutacdes diferentes entre a lesdo primaria da tireoide e o sitio metastatico
foram encontradas em trés individuos.

-BRAF V600E foi a mutacdo pontual mais frequentemente descrita entre os
espécimes emparelhados.

-O individuo com o tumor mais agressivo apresentava mutacao de ponto BRAF
ndo V600E (p.H542Y), ndo descrita previamente em CDT, além de mutacdo no NRAS
(p.Q61R) em tecidos primario e metastatico (6sseo) e mutacdo do promotor do TERT
(p.C228T) no tecido metastatico.

-Encontrou-se uma nova fusdo génica, CEP152-BRAF, ainda ndo descrita em
bancos de dados e na literatura médica sobre CDT metastatico, a qual ser& incluida no
panorama das fusdes BRAF em tumores solidos.

-Os dados da expressdo da proteina PD-L1, do TMB e do MSI nas amostras
tumorais pareadas neste grupo de pacientes reforcam o0 conceito de baixa
imunogenicidade atribuida ao CDT, na maioria dos casos.

Em relacdo a anadlise de bioinformatica para exploracao de associa¢des funcionais
entre proteinas codificadas por genes relacionados a carcinogénese tireoidiana
identificados neste estudo e proteinas fisiologicamente mais expressas na tireoide,
descrevemos uma conexao em rede das proteinas BRAF, HRAS, NRAS, TP53, ATM com
proteinas essenciais a fisiologia da tireoide, em especial com a proteina PAX8, e desta
com as proteinas TG, SLC26A4, IYD, TPO, TSHR, FOXEL.
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Nessa analise exploratoria, observou-se também uma forte associacdo da
proteina BRAF com as proteinas HRAS, NRAS e NTRK1; da proteina TP53 com as
proteinas HRAS, NRAS, MUTYH e ATM; e conexdes entre as proteinas NTRK, MUTYH
e POLE com proteinas-chave da via da MAP-quinase, como as proteinas RAS.

Esses resultados provém novas ferramentas para um conhecimento mais
aprofundado no estudo da patogénese do cancer diferenciado de tireoide e do processo

de metastatizacao.



77

REFERENCIAS

1. Deng Y, Li H, Wang M, Li N, Tian T, Wu Y, et al. Global Burden of Thyroid Cancer From 1990 to
2017. JAMA Netw Open. 2020;3(6):e208759.

2. Kitahara CM, Sosa JA. The changing incidence of thyroid cancer. Nat Rev Endocrinol.
2016;12(11):646-53.

3. Kitahara CM, Sosa JA. Understanding the ever-changing incidence of thyroid cancer. Nat Rev
Endocrinol. 2020;16(11):617-8.

4, Kitahara CM, Pfeiffer RM, Sosa JA, Shiels MS. Impact of Overweight and Obesity on US Papillary
Thyroid Cancer Incidence Trends (1995-2015). J Natl Cancer Inst. 2020;112(8):810-7.

5. American Cancer Society. Cancer Facts & Figures 2020 Atlanta: American Cancer Society; 2020 [
6. Incidéncia de cancer no Brasil . Estimativa 2020 [Internet]. Instituto Nacional do Cancer. 2020.

7. Paulson VA, Rudzinski ER, Hawkins DS. Thyroid Cancer in the Pediatric Population. Genes (Basel).
2019;10(9).

8. Howlader N, Noone A, Krapcho M, Miller D, Brest A, Yu M, et al. SEER Cancer Statistics Review,

1975-2016; based on November 2018 SEER data submission. National Cancer Institute: Bethesda, MD,
USA. 2019.

9. ASCO Thyroid Cancer: Statistics. [Available from: https://www.cancer.net/cancer-types/thyroid-
cancer/statistics]. Ultimo acesso em 18 de marco de 2021.

10. Chen AY, Davies L. Children and thyroid cancer: Interpreting troubling trends. Cancer.
2019;125(14):2359-61.

11. Cabanillas ME, McFadden DG, Durante C. Thyroid cancer. Lancet. 2016;388(10061):2783-95.

12. Haugen BR, Alexander EK, Bible KC, Doherty GM, Mandel SJ, Nikiforov YE, et al. 2015 American
Thyroid Association Management Guidelines for Adult Patients with Thyroid Nodules and Differentiated
Thyroid Cancer: The American Thyroid Association Guidelines Task Force on Thyroid Nodules and
Differentiated Thyroid Cancer. Thyroid. 2016;26(1):1-133.

13. Patel KN, Yip L, Lubitz CC, Grubbs EG, Miller BS, Shen W, et al. The American Association of
Endocrine Surgeons Guidelines for the Definitive Surgical Management of Thyroid Disease in Adults. Ann
Surg. 2020;271(3):e21-e93.

14. Bauer AJ. Molecular Genetics of Thyroid Cancer in Children and Adolescents. Endocrinol Metab
Clin North Am. 2017;46(2):389-403.

15. Dinneen SF, Valimaki MJ, Bergstralh EJ, Goellner JR, Gorman CA, Hay ID. Distant metastases in
papillary thyroid carcinoma: 100 cases observed at one institution during 5 decades. J Clin Endocrinol
Metab. 1995;80(7):2041-5.

16. Durante C, Haddy N, Baudin E, Leboulleux S, Hartl D, Travagli JP, et al. Long-term outcome of 444
patients with distant metastases from papillary and follicular thyroid carcinoma: benefits and limits of
radioiodine therapy. J Clin Endocrinol Metab. 2006;91(8):2892-9.

17. Nixon 1J, Whitcher MM, Palmer FL, Tuttle RM, Shaha AR, Shah JP, et al. The impact of distant
metastases at presentation on prognosis in patients with differentiated carcinoma of the thyroid gland.
Thyroid. 2012;22(9):884-9.

18. Fagin JA, Wells SA, Jr. Biologic and Clinical Perspectives on Thyroid Cancer. N Engl J Med.
2016;375(23):2307.

19. Nilubol N, Zhang L, Kebebew E. Multivariate analysis of the relationship between male sex,
disease-specific survival, and features of tumor aggressiveness in thyroid cancer of follicular cell origin.
Thyroid. 2013;23(6):695-702.

20. Stransky N, Cerami E, Schalm S, Kim JL, Lengauer C. The landscape of kinase fusions in cancer. Nat
Commun. 2014;5:4846.



78

21. Wang WC, Zhang XF, Peng J, Li XF, Wang AL, Bie YQ, et al. Survival Mechanisms and Influence
Factors of Circulating Tumor Cells. Biomed Res Int. 2018;2018:6304701.

22. Fares J, Fares MY, Khachfe HH, Salhab HA, Fares Y. Molecular principles of metastasis: a hallmark
of cancer revisited. Signal Transduct Target Ther. 2020;5(1):28.

23. Shen S, Vagner S, Robert C. Persistent Cancer Cells: The Deadly Survivors. Cell. 2020;183(4):860-
74.

24. Chen X, BuQ, Yan X, Li Y, Yu Q, Zheng H, et al. Genomic Mutations of Primary and Metastatic Lung
Adenocarcinoma in Chinese Patients. J Oncol. 2020;2020:6615575.

25. Ross C, Szczepanek K, Lee M, Yang H, Qiu T, Sanford JD, et al. The genomic landscape of metastasis
in treatment-naive breast cancer models. PLoS Genet. 2020;16(5):e1008743.

26. Zehir A, Benayed R, Shah RH, Syed A, Middha S, Kim HR, et al. Mutational landscape of metastatic
cancer revealed from prospective clinical sequencing of 10,000 patients. Nat Med. 2017;23(6):703-13.
27. Ricarte-Filho JC, Ryder M, Chitale DA, Rivera M, Heguy A, Ladanyi M, et al. Mutational profile of
advanced primary and metastatic radioactive iodine-refractory thyroid cancers reveals distinct
pathogenetic roles for BRAF, PIK3CA, and AKT1. Cancer Res. 2009;69(11):4885-93.

28. Melo M, Gaspar da Rocha A, Batista R, Vinagre J, Martins MJ, Costa G, et al. TERT, BRAF, and NRAS
in Primary Thyroid Cancer and Metastatic Disease. J Clin Endocrinol Metab. 2017;102(6):1898-907.

29. Sohn SY, Park WY, Shin HT, Bae JS, Ki CS, Oh YL, et al. Highly Concordant Key Genetic Alterations
in Primary Tumors and Matched Distant Metastases in Differentiated Thyroid Cancer. Thyroid.
2016;26(5):672-82.

30. Masoodi T, Siraj AK, Siraj S, Azam S, Qadri Z, Albalawy WN, et al. Whole-Exome Sequencing of
Matched Primary and Metastatic Papillary Thyroid Cancer. Thyroid. 2020;30(1):42-56.

31. Song E, Song DE, Ahn J, Kim TY, Kim WB, Shong YK, et al. Genetic profile of advanced thyroid
cancers in relation to distant metastasis. Endocr Relat Cancer. 2020;27(5):285-93.

32. Junqueira LC, Mescher AL. Endocrine glands. Junqueira's basic histology: text & atlas/Anthony L
Mescher. Fourteenth ed: New York [etc.]: McGraw-Hill Medical; 2016. p. 429-32.

33. Lloyd R, Osamura R, Kloppel G, Rosai J. WHO Classification of Tumours of Endocrine Organs, 4th
edn IARC Press. Lyon; 2017.

34. Cabanillas ME, Ryder M, Jimenez C. Targeted Therapy for Advanced Thyroid Cancer: Kinase
Inhibitors and Beyond. Endocr Rev. 2019;40(6):1573-604.

35. Bai Y, Kakudo K, Jung CK. Updates in the Pathologic Classification of Thyroid Neoplasms: A Review
of the World Health Organization Classification. Endocrinol Metab (Seoul). 2020;35(4):696-715.

36. Lloyd R, Osamura R, Kl6ppel G, Rosai J. Tumours of the thyroid gland. In: Lloyd R, Osamura R,
Kloppel G, Rosai J, editors. WHO Classification of Tumours of Endocrine Organs, 4th edn IARC Press. Fourth
ed: Lyon; 2017.

37. Weinberg RA. The biology and genetics of cells and organisms. The biology of cancer. 2nd ed. New
York, NY: Garland science; 2013. p. 1-29.

38. Weinberg RA. The biology of cancer: Garland Science; 2013.

39. Pon JR, Marra MA. Driver and passenger mutations in cancer. Annu Rev Pathol. 2015;10:25-50.
40. Weinberg RA. Growth factors, receptors, and cancer. The biology of cancer. 2nd ed. New York,
NY: Garland science; 2013. p. 131-74.

41. Yakushina VD, Lerner LV, Lavrov AV. Gene Fusions in Thyroid Cancer. Thyroid. 2018;28(2):158-67.
42. Lauer S, Gresham D. An evolving view of copy number variants. Curr Genet. 2019;65(6):1287-95.

43, Luzdn-Toro B, Fernandez RM, Villalba-Benito L, Torroglosa A, Antifolo G, Borrego S. Influencers on
Thyroid Cancer Onset: Molecular Genetic Basis. Genes (Basel). 2019;10(11).
44, Catalano MG, Fortunati N, Boccuzzi G. Epigenetics modifications and therapeutic prospects in

human thyroid cancer. Front Endocrinol (Lausanne). 2012;3:40.



79

45, Ahmed AA, Essa MEA. Potential of epigenetic events in human thyroid cancer. Cancer Genet.
2019;239:13-21.

46. Guttmacher AE, Collins FS. Genomic medicine--a primer. N Engl J Med. 2002;347(19):1512-20.
47. Feero WG, Guttmacher AE, Collins FS. Genomic medicine--an updated primer. N Engl J Med.
2010;362(21):2001-11.

48. Asa SL, Ezzat S. The epigenetic landscape of differentiated thyroid cancer. Mol Cell Endocrinol.
2018;469:3-10.

49. Xing M. Molecular pathogenesis and mechanisms of thyroid cancer. Nat Rev Cancer.
2013;13(3):184-99.

50. Cancer Genome Atlas Research N. Integrated genomic characterization of papillary thyroid
carcinoma. Cell. 2014;159(3):676-90.

51. Nikiforov YE, Nikiforova MN. Molecular genetics and diagnosis of thyroid cancer. Nat Rev
Endocrinol. 2011;7(10):569-80.

52. Gomez DE, Armando RG, Farina HG, Menna PL, Cerrudo CS, Ghiringhelli PD, et al. Telomere
structure and telomerase in health and disease (review). Int J Oncol. 2012;41(5):1561-9.

53. Weinberg RA. Eternal life: cell immortalization and tumorigenesis. The biology of cancer. 2nd ed.
New York, NY: Garland science; 2013. p. 391-437.
54. Shay JW, Wright WE. Telomeres and telomerase in normal and cancer stem cells. FEBS Lett.

2010;584(17):3819-25.

55. Bell RJ, Rube HT, Xavier-Magalhaes A, Costa BM, Mancini A, Song JS, et al. Understanding TERT
Promoter Mutations: A Common Path to Immortality. Mol Cancer Res. 2016;14(4):315-23.

56. Liu X, Bishop J, Shan Y, Pai S, Liu D, Murugan AK, et al. Highly prevalent TERT promoter mutations
in aggressive thyroid cancers. Endocr Relat Cancer. 2013;20(4):603-10.

57. Liu R, Xing M. TERT promoter mutations in thyroid cancer. Endocr Relat Cancer. 2016;23(3):R143-
55.

58. Xie H, Liu T, Wang N, Bjornhagen V, Ho66g A, Larsson C, et al. TERT promoter mutations and gene
amplification: promoting TERT expression in Merkel cell carcinoma. Oncotarget. 2014;5(20):10048-57.
59. Paulsson JO, Mu N, Shabo |, Wang N, Zedenius J, Larsson C, et al. TERT aberrancies: a screening
tool for malignancy in follicular thyroid tumours. Endocr Relat Cancer. 2018;25(7):723-33.

60. Panebianco F, Nikitski AV, Nikiforova MN, Nikiforov YE. Spectrum of TERT promoter mutations and
mechanisms of activation in thyroid cancer. Cancer Med. 2019;8(13):5831-9.

61. Randolph GW, Duh QY, Heller KS, LiVolsi VA, Mandel SJ, Steward DL, et al. The prognostic
significance of nodal metastases from papillary thyroid carcinoma can be stratified based on the size and
number of metastatic lymph nodes, as well as the presence of extranodal extension. Thyroid.
2012;22(11):1144-52.

62. Van Nostrand D. Radioiodine Refractory Differentiated Thyroid Cancer: Time to Update the
Classifications. Thyroid. 2018;28(9):1083-93.

63. Tuttle RM, Ahuja S, Avram AM, Bernet VJ, Bourguet P, Daniels GH, et al. Controversies, Consensus,
and Collaboration in the Use of (131)l Therapy in Differentiated Thyroid Cancer: A Joint Statement from
the American Thyroid Association, the European Association of Nuclear Medicine, the Society of Nuclear
Medicine and Molecular Imaging, and the European Thyroid Association. Thyroid. 2019;29(4):461-70.

64. Eisenhauer EA, Therasse P, Bogaerts J, Schwartz LH, Sargent D, Ford R, et al. New response
evaluation criteria in solid tumours: revised RECIST guideline (version 1.1). Eur J Cancer. 2009;45(2):228-
47.

65. Kabbarah O, Nogueira C, Feng B, Nazarian RM, Bosenberg M, Wu M, et al. Integrative genome
comparison of primary and metastatic melanomas. PLoS One. 2010;5(5):e10770.

66. Hedberg ML, Goh G, Chiosea SI, Bauman JE, Freilino ML, Zeng Y, et al. Genetic landscape of
metastatic and recurrent head and neck squamous cell carcinoma. J Clin Invest. 2016;126(4):1606.



80

67. Becerra MF, Reznik E, Redzematovic A, Tennenbaum DM, Kashan M, Ghanaat M, et al.
Comparative Genomic Profiling of Matched Primary and Metastatic Tumors in Renal Cell Carcinoma. Eur
Urol Focus. 2018;4(6):986-94.

68. Schrijver W, Selenica P, Lee JY, Ng CKY, Burke KA, Piscuoglio S, et al. Mutation Profiling of Key
Cancer Genes in Primary Breast Cancers and Their Distant Metastases. Cancer Res. 2018;78(12):3112-21.
69. Chen DS, Mellman I. Oncology meets immunology: the cancer-immunity cycle. Immunity.
2013;39(1):1-10.

70. Emens LA, Ascierto PA, Darcy PK, Demaria S, Eggermont AMM, Redmond WL, et al. Cancer
immunotherapy: Opportunities and challenges in the rapidly evolving clinical landscape. Eur J Cancer.
2017;81:116-29.

71. Antonelli A, Ferrari SM, Fallahi P. Current and future immunotherapies for thyroid cancer. Expert
Rev Anticancer Ther. 2018;18(2):149-59.
72. Liotti F, Prevete N, Vecchio G, Melillo RM. Recent advances in understanding immune phenotypes

of thyroid carcinomas: prognostication and emerging therapies. F1000Res. 2019;8.

73. Buchbinder El, Desai A. CTLA-4 and PD-1 Pathways: Similarities, Differences, and Implications of
Their Inhibition. Am J Clin Oncol. 2016;39(1):98-106.

74. Dong H, Strome SE, Salomao DR, Tamura H, Hirano F, Flies DB, et al. Tumor-associated B7-H1
promotes T-cell apoptosis: a potential mechanism of immune evasion. Nat Med. 2002;8(8):793-800.

75. Weinberg RA. Crowd control: tumor immunology and immunotherapy. The biology of cancer. 2nd
ed. New York, NY: Garland science; 2013. p. 723-96.

76. Maccalli C, Rasul KI, Elawad M, Ferrone S. The role of cancer stem cells in the modulation of anti-
tumor immune responses. Semin Cancer Biol. 2018;53:189-200.

77. Khosravi N, Mokhtarzadeh A, Baghbanzadeh A, Hajiasgharzadeh K, Shahgoli VK, Hemmat N, et al.
Immune checkpoints in tumor microenvironment and their relevance to the development of cancer stem
cells. Life Sci. 2020;256:118005.

78. Pardoll DM. The blockade of immune checkpoints in cancer immunotherapy. Nat Rev Cancer.
2012;12(4):252-64.
79. Patel SP, Kurzrock R. PD-L1 Expression as a Predictive Biomarker in Cancer Immunotherapy. Mol

Cancer Ther. 2015;14(4):847-56.

80. Walk EE, Yohe SL, Beckman A, Schade A, Zutter MM, Pfeifer J, et al. The Cancer Immunotherapy
Biomarker Testing Landscape. Arch Pathol Lab Med. 2020;144(6):706-24.

81. Ulisse S, Tuccilli C, Sorrenti S, Antonelli A, Fallahi P, D'Armiento E, et al. PD-1 Ligand Expression in
Epithelial Thyroid Cancers: Potential Clinical Implications. Int J Mol Sci. 2019;20(6).

82. Incorvaia L, Fanale D, Badalamenti G, Barraco N, Bono M, Corsini LR, et al. Programmed Death
Ligand 1 (PD-L1) as a Predictive Biomarker for Pembrolizumab Therapy in Patients with Advanced Non-
Small-Cell Lung Cancer (NSCLC). Adv Ther. 2019;36(10):2600-17.

83. Ahn S, Kim TH, Kim SW, Ki CS, Jang HW, Kim JS, et al. Comprehensive screening for PD-L1
expression in thyroid cancer. Endocr Relat Cancer. 2017;24(2):97-106.

84. Vanderwalde A, Spetzler D, Xiao N, Gatalica Z, Marshall J. Microsatellite instability status
determined by next-generation sequencing and compared with PD-L1 and tumor mutational burden in
11,348 patients. Cancer Med. 2018;7(3):746-56.

85. de la Chapelle A, Hampel H. Clinical relevance of microsatellite instability in colorectal cancer.
Clin Oncol. 2010;28(20):3380-7.
86. Hause RJ, Pritchard CC, Shendure J, Salipante SJ. Classification and characterization of

microsatellite instability across 18 cancer types. Nat Med. 2016;22(11):1342-50.
87. Chalmers ZR, Connelly CF, Fabrizio D, Gay L, Ali SM, Ennis R, et al. Analysis of 100,000 human cancer
genomes reveals the landscape of tumor mutational burden. Genome Med. 2017;9(1):34.



81

88. Abril-Rodriguez G, Ribas A. SnapShot: Immune Checkpoint Inhibitors. Cancer Cell. 2017;31(6):848-
.el.

89. Bardhan K, Anagnostou T, Boussiotis VA. The PD1:PD-L1/2 Pathway from Discovery to Clinical
Implementation. Front Immunol. 2016;7:550.

90. Slatko BE, Gardner AF, Ausubel FM. Overview of Next-Generation Sequencing Technologies. Curr
Protoc Mol Biol. 2018;122(1):e59.
91. Phillips T, Simmons P, Inzunza HD, Cogswell J, Novotny J, Jr., Taylor C, et al. Development of an

automated PD-L1 immunohistochemistry (IHC) assay for non-small cell lung cancer. Appl
Immunohistochem Mol Morphol. 2015;23(8):541-9.

92. Meléndez B, Van Campenhout C, Rorive S, Remmelink M, Salmon I, D’Haene N. Methods of
measurement for tumor mutational burden in tumor tissue. Translational Lung Cancer Research.
2018;7(6):661-7.

93. Li K, Luo H, Huang L, Luo H, Zhu X. Microsatellite instability: a review of what the oncologist should
know. Cancer Cell Int. 2020;20:16.

94. Yi-Qiang F, Mei W, Feng G, Zhuang J, Gang T, ZHANG Y-J. Recent development of droplet
microfluidics in digital polymerase chain reaction. Chinese Journal of Analytical Chemistry.
2016;44(8):1300-7.

95. Kanagal-Shamanna R. Digital PCR: Principles and Applications. Methods Mol Biol. 2016;1392:43-
50.

96. Richards S, Aziz N, Bale S, Bick D, Das S, Gastier-Foster J, et al. Standards and guidelines for the
interpretation of sequence variants: a joint consensus recommendation of the American College of
Medical Genetics and Genomics and the Association for Molecular Pathology. Genet Med. 2015;17(5):405-
24.

97. College of American Pathologists [Available from: www.cap.org]. Ultimo acesso em 18 de margo
de 2021.
98. Thermo Fisher Scientific Inc Waltham, MA — Estados Unidos [Available from:

https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/pcr/real-time-pcr/real-time-pcr-
instruments/quantstudio-gpcr-product-
portfolio.html?gclid=EAlalQobChMIsqKBvJgN7wIVFICRCh2ovwVaEAAYASAAEgIQo D BwE&cid=gsd_pcr_
sbu r01 _co _cpl1163 pjt1418 gsd00000 Ose gaw_bt awa 10033082&s_ kwcid=AL!3652!317364230633
2!bllgllquantstudio&ef_id=EAlalQobChMIsqKBvJgN7wIVFICRCh2ovwVaEAAYASAAEgIQo _D_BwE:G:s&s_
kwcid=AL!365213173642306332!b!lg!!quantstudio. Ultimo acesso em 18 de marco de 2021.

99. Adzhubei IA, Schmidt S, Peshkin L, Ramensky VE, Gerasimova A, Bork P, et al. A method and server
for predicting damaging missense mutations. Nat Methods. 2010;7(4):248-9.

100.  Polymorphism Phenotyping v2 [Available from: http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/].

101.  Szklarczyk D, Gable AL, Lyon D, Junge A, Wyder S, Huerta-Cepas J, et al. STRING v11: protein-
protein association networks with increased coverage, supporting functional discovery in genome-wide
experimental datasets. Nucleic Acids Res. 2019;47(D1):D607-D13. Ultimo acesso em 18 de margo de 2021.
102.  STRING [Available from: https://string-db.org/cgi/input?sessionld=bfV3wj6c3dkf]. Ultimo acesso
em 18 de margo de 2021.

103. Uhlen M, Fagerberg L, Hallstrom BM, Lindskog C, Oksvold P, Mardinoglu A, et al. Proteomics.
Tissue-based map of the human proteome. Science. 2015;347(6220):1260419.

104.  Brierley JD, Gospodarowicz MK, Wittekind C. TNM classification of malignant tumours: John Wiley
& Sons; 2017.

105. Pozdeyev N, Gay LM, Sokol ES, Hartmaier R, Deaver KE, Davis S, et al. Genetic Analysis of 779
Advanced Differentiated and Anaplastic Thyroid Cancers. Clin Cancer Res. 2018;24(13):3059-68.

106.  Xing M. Genetic-guided Risk Assessment and Management of Thyroid Cancer. Endocrinol Metab
Clin North Am. 2019;48(1):109-24.



82

107. Kimura ET, Nikiforova MN, Zhu Z, Knauf JA, Nikiforov YE, Fagin JA. High prevalence of BRAF
mutations in thyroid cancer: genetic evidence for constitutive activation of the RET/PTC-RAS-BRAF
signaling pathway in papillary thyroid carcinoma. Cancer Res. 2003;63(7):1454-7.

108. Fukushima T, Suzuki S, Mashiko M, Ohtake T, Endo Y, Takebayashi Y, et al. BRAF mutations in
papillary carcinomas of the thyroid. Oncogene. 2003;22(41):6455-7.

109. Xing M, Westra WH, Tufano RP, Cohen Y, Rosenbaum E, Rhoden KJ, et al. BRAF mutation predicts
a poorer clinical prognosis for papillary thyroid cancer. J Clin Endocrinol Metab. 2005;90(12):6373-9.

110.  Xing M, Alzahrani AS, Carson KA, Shong YK, Kim TY, Viola D, et al. Association between BRAF V600E
mutation and recurrence of papillary thyroid cancer. J Clin Oncol. 2015;33(1):42-50.

111.  Xing M, Alzahrani AS, Carson KA, Viola D, Elisei R, Bendlova B, et al. Association between BRAF
V600E mutation and mortality in patients with papillary thyroid cancer. Jama. 2013;309(14):1493-501.
112.  Chakravarty D, Gao J, Phillips S, Kundra R, Zhang H, Wang J, et al. OncoKB: A Precision Oncology
Knowledge Base. JCO Precision Oncology. 2017(1):1-16.

113. Tate JG, Bamford S, Jubb HC, Sondka Z, Beare DM, Bindal N, et al. COSMIC: the Catalogue Of
Somatic Mutations In Cancer. Nucleic Acids Res. 2019;47(D1):D941-D7.

114.  UK: Sanger Institute - cancer.sanger.ac.uk. Ultimo acesso em 18 de margo de 2021.

115. Cerami E, Gao J, Dogrusoz U, Gross BE, Sumer SO, Aksoy BA, et al. The cBio cancer genomics portal:
an open platform for exploring multidimensional cancer genomics data. Cancer Discov. 2012;2(5):401-4.
116. GaoJ, Aksoy BA, Dogrusoz U, Dresdner G, Gross B, Sumer SO, et al. Integrative analysis of complex
cancer genomics and clinical profiles using the cBioPortal. Sci Signal. 2013;6(269):pl1.

117. Song YS, Lim JA, Choi H, Won JK, Moon JH, Cho SW, et al. Prognostic effects of TERT promoter
mutations are enhanced by coexistence with BRAF or RAS mutations and strengthen the risk prediction by
the ATA or TNM staging system in differentiated thyroid cancer patients. Cancer. 2016;122(9):1370-9.
118. Ibrahimpasic T, Xu B, Landa |, Dogan S, Middha S, Seshan V, et al. Genomic Alterations in Fatal
Forms of Non-Anaplastic Thyroid Cancer: Identification of MED12 and RBM10 as Novel Thyroid Cancer
Genes Associated with Tumor Virulence. Clin Cancer Res. 2017;23(19):5970-80.

1109. Cocco E, Scaltriti M, Drilon A. NTRK fusion-positive cancers and TRK inhibitor therapy. Nat Rev Clin
Oncol. 2018;15(12):731-47.

120. Drilon A, Laetsch TW, Kummar S, DuBois SG, Lassen UN, Demetri GD, et al. Efficacy of Larotrectinib
in TRK Fusion-Positive Cancers in Adults and Children. N Engl J Med. 2018;378(8):731-9.

121.  Thorsson V, Gibbs DL, Brown SD, Wolf D, Bortone DS, Ou Yang TH, et al. The Immune Landscape
of Cancer. Immunity. 2018;48(4):812-30 e14.

122.  Hanahan D, Weinberg RA. Hallmarks of cancer: the next generation. Cell. 2011;144(5):646-74.
123.  Weinberg RA. p53 and apoptosis: master guardian and executor. The biology of cancer. 2nd ed.
New York, NY: Garland science; 2013. p. 331-90.

124.  Jin MH, Oh DY. ATM in DNA repair in cancer. Pharmacol Ther. 2019;203:107391.

125. Suzuki K, Saenko V, Yamashita S, Mitsutake N. Radiation-Induced Thyroid Cancers: Overview of
Molecular Signatures. Cancers (Basel). 2019;11(9).

126.  Christophe D. The control of thyroid-specific gene expression: what exactly have we learned as
yet? Mol Cell Endocrinol. 2004;223(1-2):1-4.

127.  Al-Suhaimi EA, Al-Khater K. Functions of stem cells of thyroid glands in health and disease. Rev
Endocr Metab Disord. 2019;20(2):187-95.

128.  Casamassimi A, Miano MG, Porcellini A, De Vita G, de Nigris F, Zannini M, et al. p53 genes mutated
in the DNA binding site or at a specific COOH-terminal site exert divergent effects on thyroid cell growth
and differentiation. Cancer Res. 1998;58(13):2888-94.

129. Bain G, Romanow WJ, Albers K, Havran WL, Murre C. Positive and negative regulation of V(D)
recombination by the E2A proteins. J Exp Med. 1999;189(2):289-300.



83

130. Nicolas N, Moshous D, Cavazzana-Calvo M, Papadopoulo D, de Chasseval R, Le Deist F, et al. A
human severe combined immunodeficiency (SCID) condition with increased sensitivity to ionizing
radiations and impaired V(D)) rearrangements defines a new DNA recombination/repair deficiency. J Exp
Med. 1998;188(4):627-34.

131. Meek K, Xu Y, Bailie C, Yu K, Neal JA. The ATM Kinase Restrains Joining of Both VDJ Signal and
Coding Ends. J Immunol. 2016;197(8):3165-74.



ANEXO A -

84

APROVACAO DA PESQUISA PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA — INICIAL

——— 6525 Bkt fond
MedStar Health Hysmeete. w0 20782
Research Institute 301-560-7348 max

Approval Notice
Initial Review

28-Jun-2017

MedStar Washington Hospital Center
110 Irving Street, NW, Suite 2A-72
Washington, DC 20010

Protocol Number: 2017-144
Pl Name: Kenneth Burman MD

Protocol Title: Clinical, Pathological and Molecular Profiling of Radiociodine-Avid versus
" Radiolodine-Refractory Differentiated Thyroid Cancer

Dear Kenneth Burman MD,

The above-referenced Initial Review submission was reviewed by IRB # 3 Washington in accordance
with expedited review procedures on 10-Jun-2017.

The IRB has approved the submission. You can begin research actvities. The approval is valid from

10-Jun-2017 through 09-Jun-2018. Any modifications to the IRB-approved protocol and other supporting
documents must be reviewed and approved by the IRB prior to implementation.

If the study will continue beyond 09-Jun-2018, please submit a continuation request form forty-five (45)
days prior to 09-Jun-2018 to allow the IRB sufficient time 1o review and approve the request.
If you have any questions, please contact me at 301-560-7339.

Thank you,

Crystal Bland
Office of Research Integrity

Enclosure: IRB Stamped HIPAA Waiver

Knowledge and Compassion
Focused on You



ANEXO B -

APROVACAO DA PESQUISA PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA -
CONTINUIDADE

e

MedStar Health
Research Institute

APPROVAL
June 12, 2019

Kenneth Burman
kenneth.d.burman@medstar.net

Dear Kenneth Burman:

On 6/12/2019, the IRB reviewed the following submission:

Type of Review: | MODCR
Title: | Clinical, Pathological and Molecular Profiling of
Radioiodine-Avid versus Radioiodine-Refractory
Differentiated Thyroid Cancer
Investigator: | Kenneth Burman
IRB ID: | MODCR00000561
Review Type: | Non-Committee
Review Level: | Expedited
Review Category: | (3) Noninvasive biological specimens
Funding: | Name: Self-Funded
Documents Reviewed: | Category: IRB Protocol:
» Current protocol
Category: Consent Form:
« ICform_clean 06.10.2019
Category: Any Other Study Related Documents:
» HIPAA authorization_clean_06.10.2019

The IRB has approved the submission. The approval is valid from 6/6/2019 through
6/5/2020. Any modifications to the IRB-approved protocol and other supporting
documents must be reviewed and approved by the IRB prior to implementation.

If the study will continue beyond 6/5/2020, please submit a continuation request form at
least thirty (30) days prior to 6/5/2020 to allow the IRB sufficient time to review and
approve the request.

In conducting this protocol, you are required to follow the requirements listed in the
Investigator Manual (HRP-103), which can be found by navigating to the IRB Library
within the IRB system.

Sincerely,

Amy Harchelroad



ANEXO C -

LISTA DE GENES PARA SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO (NGS)

Next-Generation Sequencing Gene List

Next-Generation Sequendng - Genomic Stability Testing (DNA)

sl ™L

agi ERD4 LR FOKO4 HOXC ¥LF4 Muc I RHOH T2
a8L1 €161 ooez FsTL3 HOC13 ua MUTYH FATZI AF213 TELIIRI
ACKES €K o GaTAl HaKD! LasP1 MYCLAYCLY) s LI TCEAI
AxTi Clsates N2 caa HOKD13 M1 NEN FOEADIP TS LA
AMERI FAMIZIE  CELC CHMT2A GHATY HRAS o2 NERG! PG =16 TERT
i come BF4A2 Gr3 KEKE MaFE N2 PHOIE P e
AnaF coH B4 HEN A MAX NOHO ARG acisaz T
P coki2 BN HETIH8 RS2 MECOM NoTOH1 PLAGY SMARCA THRAF3
ARX coknze ERCCY HETIHA an MEDI2 NRAS (el oG G
BCLIE coRnx Eve HLF VATGA(MYSTZ)  MKLI NUMAY POUSFI sax TMPRSS2
o2 ceen FAMMEC HMGIFAS KaTEE W NUTMZE FRPIRIA spoe Lens
ecl2 cHODT FANCE HNFIA nons e @ FRF1 sac VHL
BcoR cHoT Fev HOIATT s WL oo FRIDC ssql was
BCoALY coual FaxL2 HOIAT2 DM MSH paRva RADZI sac zeTEIS
BrD3 coeC FON03 HaIAD YosR MTCF1 PAFAH182 FECOLA wu Zisi2
a8L2 ERCA2 corel =1 s xm ME FERI AINE] e
a3 1 e R G KLHLS s AICALM AINEITY TR
acsLs BUBIE cEsL Emvs Gax KMTAML  MYCN AKICA s8os TR
a1 ClemoEesY)  CEBL e GDIETHM)  KMTX(MLY  MYDEs AKZRY soce T
e Caomia crEeee EwskI s KMTDMLLZ]  MHTI FK2A2 SOHAR2 NP3
aFFe CACHAID L Bm G KRAS M AN soHe THFRSFI4
Axapo AR =5} B2 @ il naca ML SDHC TNFRSF17
axm2 CAMTAI e 242 cus Lox NCRPSD sz soHD TOP!
AT cANTI CFIR R GoLGAs Lol nCoAl POLE =T s
A AN csFR FANCA Gorc LGS neow2 pom & TG
A CARS creE FANCE PN uEp ncom POLZAFI SETer! T
apc cascs = ¥ FAND2 PRI uFR nR PR sETm TR
ARFRPY casee f 1T FANCE GanzA wep nez PR 381 A7
ARHGAF2S cerars e FANCG cace LRIG2 NFE2L2 FROM1 Hm TRM25
ARHGEF12 cer oo FANL HIFA LRPIE ne FROM1E a1 TRMZ
ARDIA L oFDe FAS HiFe o NFKE2 FRKARIA Er=ry TRz
ARD2 cae owex FEKOI HERFUD! e NFKEA FRRX) SMAD2 ™I
ARNT oo £oR2 FEONT HEF MALTI NN FP1 SMADs TRRAP
AFSaR! caiEIF1 oo FORLA HIPY MaML2 noTcH2 FIHY AR 151
Al caiol tos FGFIO HMGAY WA NFMY FTEN SMARCE] a2
an coim oons FaFI4 HMG A2 e NRaAz PRI Mo TSHR
ac canms cex FGFI9 HNRNFAZ8Y WX nso1 FTFRC 2029 m
am coiel R R HOOKE MAFKI N2 RAEEP) saxie wan
aPIAl copsgroly  DoTIL FaF HSPOIAAL MLl NTRXI RACI sPECCY uses
an com €91 FaF4 HEPDAB oM NTRIZ RADS) PN VEGA
ALREA comn ECTaL FaFs DHI MDA NTRIG RADS! RGAF3 VEGE
AFXE cocr £GFR FarR1 DH2 OS2 NUPZI4 RADSIB @52 VT
e = fLKe FGRRIOP IR VEFE NUPS3 RAR RSF3 WHSCI
A ok o FarR2 Kzn MEN) nuPe RALGDS i WHSCILY
BAP) cons ML FaFR3 [ NET(MET) NUTMI RANEPI7 ssieLy WE1
8R! core e Far4 e WTF PALE2 RAPIGDST st3 WEF
BcL0 CoknIE EPHG FH Lest Mwh PG RARA sTaT4 win
BoLIIA CoRN2A EPHAS FHIT R M PR 21 s wn
BcLan con PHe1 FPILI R4 W Pra FEMIS s WHTRY
BoLz CHEXY 515 FLON m Mo PERMI FEL B xPA
Bls cHB2 MEBR2(ER)  FUI i M3 PEX] FET R xPC
BCLA cHi2 REEBHER]  FOl e MLTs PoMI HCTOR suzz P!
W = ERBBAHERY)  FUT3 we Ms PCSK7 R s YWHAE
BeR o €01 Fa 21 o POCD1 POI} NFe TS Mne
BRC cm B2 FHBP1 YOMSA WEEITA PODIR(POL)  ROSI TCF12 ZHF217
BLM an ERCC FOKAT IDRVEGFRZ)  MSH2 PDGFB L2 s HF331
BNPRIA cuc ERCCH FOKO1 YEAFI MSHE PDGFRA FFLS T2 ZHF3Bs
BRAF cocu ERCCS FOKPI NAAIS4D M2 POGFRE N TN ZHFs21
BRCAI CHEP &G FUBFI N MTCR PoKI FFTOR TET2 P

CHTRL TS
T3 EGFR MASTI RAFI TR
X EWSR1 MAST2 RELA TRE
ARHGAF2S FGR Eve MET WTRK1 AKCA RET THADA
AL FGFRI Evs M WTRKZ PRNY Ros1 TMPRSS2 EGFRMI sl
BRAF FoFR2 Eve MUK WTRIE PRARG RSPO2
8fD3 FoFR nR ME HUMBL PRICA RSPO3
BiD4 &G MaML2 ot ™I PRICE TeRT



ANEXO D

EXEMPLO DE LAUDO DE SEQUENCIAMENTO GENETICO

1
—

MedStar Health
Cancer Network

Patient

Name: BURMAN, MWHC DTC 12
Date of Birth: 0:4/16/20'9

Specimen Information

Primary Tumor Site: Thyrowd, NOS

Specimen Site: Thyrowd, NOS
Specimen ID; W515-02545-84

. )
Final Report CARIS

LETE SCHENCES

Ordered By

Kenneth D. Burman, MD
MedStar - Washington Hospital
Center

Sex: Male
Case Number: TN19-113236 Specimen Collected: 20-Feb-2019 110 Inving Street N/
Diagnosis: Papillary carcinoma of thyroid — Completion of Testing: 05-May-2019 (‘;‘o‘;“s’?g;o%f 20010USA

High Impact Results

| BIOMANKER
METMOD S | THENAPY ASSOCIATION CEVEES

BIOMARKER

BRAF NGS Mutanion Not Detected

f u-dl = highes level of chrucl evidence anclior L chaded o the drug label: Level 2« sireng evidence of chnical sgrificance
vel § - potential chnical sgndicance (JA - mmnmww” evidence eusts in anGther tumor hpe)

9
- o o
nck by I gy

Important Note

This patient has a potensial NOF-MATCH Triakeligble result. Please see Clinical Trial see page 6

ATPRNTRK! gene fusion was desected in this tumor. This fusion has been previously reported in several diflerent tumors {Greco 1997 Genes Creomosonnes Cancer
193 12: Agaram 2016 Am J Surg Pathol 40:1407).

Additional Results

CANCER YYPERELEVANT RIOMARRERS

CANCER TENE AFLEVANT BIOMARKERS (ot

NGS Mutation Not Oetected

A Stabie:
St RET

NGS Indeterminate RNA-Seq  Fusion Not Detected
it oy
NTRKE ANA-Seq  Fusion Not Detecred e ‘-w e | hine *""‘BL"N:)_"' N et i!;g“
Tumot Mutational Burden meemediane | 9 Mutations/Mb POL SP142INC  Negative |0
NRAS NGS Mutation Not Oetected BRAF BNASeq  Fusion Net Detected

mmmdwgamdnmmmmuymnmammm mmwmmnwmhmm:

independent meaal judgment of the eating physiclan, Taking o consideranca al svadable niosmat he patens’s
mmwnmwmmnmdm mamammwﬂ”ﬂmamwummmwmmm

e the property of ther 1espectve ownerns.

4610 South S4th Mace. Sute 100 - Phoente, AZ 55040 - (BIE) 979-806%9 - F xx (860) 4794925
CUA 0)D101 9400 - CAP 2195577 1SO 1 51892012 « Zoran Gatabea, MD, DSe, Medeal Ovector « 07019 Cans Ufe Sciences. AR aghts reservec Page 1 of 7

87



= X
MedStar Health Final Report | - AR T[S
Cancer Network LITE SCIENCES

Biomarker Results
This summary inclides biomarkers mast commonly assockated with cancer, Complete details of all biomackers tested can be found in the Appendix

Tershaliosa g I ® essss——

Other Findings

X TOCHEMISTA M

1AM

T—
l Bamarkes

PO-LY (5P142) Negative |0

ARIDIA  ASXLI ATRX  ONMT3A  FANCE A KOMSC  PTCHI TERT

* Genes i this Lable were fuded ndeterminate due 16 low Comrage for some of al evora. Please see fo iz of gener.
Addinonal resuirs continued cn the next poge >
PATIENT: BURMAN, MWHC DTC 12 (16-APR-2019) TN19-113240 PHYSICIAN: KENNETH D. BURMAN, MO
4610 South 4emh Place. Sutte 100 - Phosnir, AZ $5040 - (BSS) 9798649 « Fax: (B66) 4794925
Page2cl7

CLA 03D 1019430 - CAP 7195577 » 50 15189.2012 - Zoran Gatakca, MO, D5c. Medical Ovectior » ©2015 Caris Uffe Schences. All nights reserved.

88



89

APENDICE A -
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

IRB number: 2017-144 Clinical Site IC Version: 1

Project Title: Clinical, Pathological and Molecular Profiling of Radioiodine Avid versus
Radioiodine Refractory Differentiated Thyroid Cancer

Principal Investigator: Dr. Kenneth Burman Institution: MWHC

MedStar Health Research Institute Informed Consent for Clinical
Research

INTRODUCTION

We invite you to take part in a research study called “Clinical, Pathological and Molecular Profiling of Radioiodine
Avid versus Radioiodine Refractory Differentiated Thyroid Cancer”. You were selected as a possible participant in
this study because you have radioiodine-refractory differentiated thyroid cancer and available tumor tissues for
analysis. Please take your time to read this form, ask any questions you may have and make your decision. We

encourage you to discuss your decision with your family, friends and your doctors.

WHAT IS THE PURPOSE OF THIS STUDY?

This study is being done to study the natural history of thyroid cancer and its causes and treatments.

We want to compare the molecular profile of the primary thyroid tumor and its metastatic sites. We also
want to correlate the molecular profile of the metastases with response to different therapies.

WHAT ELSE SHOULD | KNOW ABOUT THIS RESEARCH STUDY?
It is important that you read and understand several points that apply to all who take part in our studies:

e Taking part in the study is entirely voluntary and refusal to participate will not affect any rights or benefits
you normally have;

¢ We will only analyze your tumor tissues with your previous authorization. You have the right to withdraw
access to these tissues at any time;

e You may or may not benefit from taking part in the study, but knowledge may be gained from your
participation that may help others; and

e You may stop being in the study at any time without any penalty or losing any of the benefits you would
have normally received.

The nature of the study, the benefits, risks, discomforts and other information about the study are discussed further
below. If any new information is learned, at any time during the research, which might affect your participation in
the study, we will tell you. We urge you to ask any questions you have about this study with the staff members
who explain it to you and with your own advisors prior to agreeing to participate.

WHO IS IN CHARGE OF THIS STUDY?

The investigator is Dr. Kenneth Burman. The research is being sponsored by the investigator.

WHO CANNOT PARTICIPATE IN THIS STUDY?
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You cannot be in this study if any of the following apply to you:

¢ If you have medullary thyroid cancer
e [fwe do not have detailed information about your previous treatments of thyroid cancer.
e [fthere is no tumor tissue available for molecular analysis.

HOW MANY PEOPLE WILL TAKE PART IN THE STUDY?

About 20 people will take part in this study; all of them will be recruited at this site.

WHAT HAPPENS IF | AGREE TO BE IN THE STUDY?

If you agree to be in this study, you will have the following tests and procedures:

e Analysis of tumor tissues: We will perform molecular analysis of both the primary tumor (thyroid) and one
metastatic tumor. For this purpose, we will use a commercial panel of 592 genes from Caris® Life Sciences
to perform Next Generation Sequencing (NGS) of paired tumors.

The procedures/treatments in this study that are considered experimental/investigational are:

e The following procedures are part of the research study and would not normally be done as part of your routine
care: The molecular analysis of the tumors from patients with differentiated thyroid cancer who do not respond
anymore to radioiodine, so called radioiodine-refractory.

e The following procedures would normally be done as part of your routine care whether or not you are enrolled
in the study: none

HOW LONG WILL | BE IN THE STUDY?

We think you will be in the study for a long-term follow-up. After the molecular analysis of the tumors, the results
will be shared with your treating physician, who will communicate them to you as part of your usual care. The
results will be added to your medical records and will be analyzed within one (1) month. The data collected from
your chart are going to be kept in a secure network and are going to be password-protected and encrypted, for as
long as this study is active.

The investigator may decide to take you off this study if it is believed to be in your best interest, you fail to follow
instructions, new information becomes known about the safety of the study, or for other reasons the investigator
or sponsor believes are important.

You can stop participating at any time. However, if you decide to stop participating in the study, we encourage you
to talk to the investigator and your regular doctor first so they can help you decide what other options may be best
for your medical care once you are off study.

If you suddenly withdraw from the study, we may not be able to use any of the information gathered from your
participation.

WHAT ARE THE RISKS AND SIDE EFFECTS OF THIS STUDY?

If you decide to participate in this study, you should know there may be risks. You should discuss these with the
investigator and/or your regular doctor and you are encouraged to speak with your family and friends about any
potential risks before making a decision.

As part of this study, you will be asked to participate in genetic testing of genes related to the development and
progression of thyroid cancer.

RISKS OF GENETIC TESTING
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This research includes genetic testing. Even without your name or other identifiers, your genetic information
is unique to you. The researchers believe the chance that someone will identify you is very small, but the
risk may change in the future as people come up with new ways of tracing information.

There can be a risk in knowing genetic information. New health information about inherited traits that might
affect you or your blood relatives could be found during a research study. Even though your genes are
unique, you share some of the same genes with your blood relatives. Although we are not able to know all
of the risks from taking part in research on inherited traits, we believe that the risks to you and your family
are very low, because your samples will be coded. Research results will not be returned to you or your
doctor.

Very rarely health or genetic information could be misused by employers, insurance companies, and others.
For example, it could make it harder for you to get or keep a job or insurance, or life insurance companies
may charge a higher rate based on this information. We believe the chance these things will happen is very
small, but we cannot make guarantees.

A federal law (Genetic Information Non-Discrimination Act, GINA) helps reduce the risk from health
insurance or employment discrimination. The law does not include other types of misuse by life insurance
or long-term care insurance. If you want to learn more about GINA, you can find information about it on the
internet or ask the study staff.

ARE THERE ANY BENEFITS TO TAKING PART IN THE STUDY?

This study is not designed to provide direct benefits to any participants. You may or may not get any direct benefit
from being in this study. We cannot promise that you will experience any benefits from participating in this study.
We hope the information learned from this study will benefit others in the future.

The main benefit of this study is the comparison of the molecular profile of the original tumor and its metastases.
The results of the molecular testing can be potentially used to choose the best available treatment for your type of
tumor.

WHAT OTHER OPTIONS ARE THERE?
Instead of being in this study, you have these options:
e You always have the option to not be in this study and continue your usual medical care.

WHAT ABOUT CONFIDENTIALITY?

Your personal health information (PHI) will be kept private to the extent allowed by law. Study records identifying
you will be kept confidential and will not be made publicly available. You will not be identified by hame in any
publications resulting from this study. You will be asked to sign a separate form that will give permission to the
investigator, representatives from government agencies, including the Food and Drug Administration (FDA),
institutional review boards, the sponsor and/or the sponsor’s representative(s), and certain other people, agencies
or entities, to look at and review the records related to this study including your personal health information and
the information discovered during this study. This separate form explains in greater detail who will have access
to your records, what type of information will be reviewed and for what purposes, how long your permission for
others to review and release your records will last, and how you may withdraw your permission if necessary. If
you do not wish to sign this permission form you will not be allowed to participate in this study.

WILL | BE PAID FOR PARTICIPATING IN THIS STUDY?

You will not be paid for being in this study.

Materials and information obtained from you in this research may be used for commercial or non-commercial
purposes. It is the policy of MedStar Washington Hospital Center, MedStar Health Research Institute, MedStar
Health, Inc. and its affiliated entities not to provide financial compensation to you should this occur.

WHAT ARE THE COSTS?

You do not have to pay anything to be in this study. However, if taking part in this study leads to procedures or
care not included in the study, it may lead to added costs for you or your insurance company. You will not be
charged for study-specific molecular tests that are part of this research study.
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However, you, or your insurance company, will be charged for any other portion of your care that is considered
standard of care. You may be responsible for any co-payments and deductibles that are standard for your
insurance coverage. This may include: the blood draw and any other lab tests that are not a part of this research
study.

WHAT IF I'M INJURED OR BECOME ILL DURING THE STUDY?

We will make every effort to prevent injuries or illness from occurring while you are in the study. In the case of an
injury, iliness, or other harm occurring to you during, or resulting from, the study, you should seek medical
treatment. You should also contact the study doctor as soon as possible. You or your insurance company will be
charged for any continuing medical care and/or hospitalization that are not a part of the study.

No funds have been set aside, by MedStar Washington Hospital Center, the MedStar Health Research Institute,
MedStar Health, or its affiliated entities to repay you in case of injury, illness, or other harm occurring during, or
resulting from the study, and their current policies do not provide for payments for lost wages, cost of pain and
suffering, or additional expenses. By agreeing to this you do not give up your rights to seek compensation in the
courts.

WHAT CONSULTATIVE OR FINANCIAL INTERESTS ARE INVOLVED IN THIS STUDY?
For your information, the principal investigator of this study, Dr. Kenneth Burman, do not have a reportable financial
interest in this study.

WHAT ARE MY RIGHTS AS A PARTICIPANT?

e You have the right to be told about the nature and purpose of the study;

e You have the right to be given an explanation of exactly what will be done in the study and given a description
of potential risks, discomforts, or benefits that can reasonably be expected,;

e You have the right to be informed of any appropriate alternatives to the study, including, if appropriate, any
drugs or devices that might help you, along with their potential risks, discomforts and benefits;

e You have the right to ask any questions you may have about the study;

e You have the right to decide whether or not to be in the study without anyone misleading or deceiving you;
and

e You have the right to receive a copy of this consent form.

By signing this form, you will not give up any legal rights you may have as a research participant. You may choose
not to take part in or leave the study at any time. If you choose to not take part in or to leave the study, your regular
care will not be affected, and you will not lose any of the benefits you would have received normally. We will tell
you about new information that may affect your health, welfare, or willingness to be in this study.

WHO DO | CALL IF | HAVE QUESTIONS OR PROBLEMS?

For questions about the study or a research-related injury, contact the investigator, Dr. Kenneth Burman at 202-
877-6563. If you are having a medical emergency, you should call 911 or go directly to the nearest emergency
room.

Address:  MedStar Health Research Institute Telephone: (301) 560-2912
6525 Belcrest Rd. Toll Free: (800) 793-7175
Suite 700 Fax (301) 560-7336

Hyattsville, MD 20782

THIS SPACE INTENTIONALLY LEFT BLANK
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SIGNATURES

STATEMENT OF CONSENT

I have been informed about this study’s purpose, procedures, possible benefits and risks, and | have received
a copy of this consent. | have been given the opportunity to ask questions before I sign, and | have been told
that | can ask other questions at any time. | voluntarily agree to be in this study. | am free to stop being in the
study at any time without need to justify my decision and if | stop being in the study, | understand it will not in
any way affect my future treatment or medical management. | agree to cooperate with Dr. Kenneth Burman
and the research staff and to tell them immediately if | experience any unexpected or unusual symptoms.

Participants signature Date of Signature

Printed Name of Participant

Signature of Legally Authorized Representative (if appropriate) Date of Signature

Printed Name of Legally Authorized Representative:

Relationship of Legally Authorized Representative to Participant:

PERSON EXPLAINING CONSENT
| have explained the purpose, the procedures, the possible benefits and risks that are involved in this research
study. Any questions that have been raised have been answered to the individual’s satisfaction.

Signature of Person Obtaining Consent Date of Signature

Printed Name of Individual Obtaining Consent:

STATEMENT OF PRINCIPAL INVESTIGATOR (or designee)
As the Principal Investigator (or designee) for this research study, | attest that | have reviewed the consent
documentation and confirm requirements for obtaining informed consent have been met.

Principal Investigator's Signature Date of Signature

If not the principal investigator, a sub-investigator who has delegation of authority or who may adjudicate
adverse events should sign for the PI; must be signed within 5 business days of consenting the participant.
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APENDICE B —
AUTORIZACAO PARA PESQUISA

Study Name: [Clinical, Pathological and Molecular Profiling of Radioiodine Avid versus Radioiodine
Refractory Differentiated Thyroid Cancer]

RESEARCH AUTHORIZATION TO USE AND DISCLOSE HEALTH INFORMATION

Who may have and use my health information?

| agree to allow [Dr.Kenneth Burman, Dr. Cristiane Gomes Lima] and staff at MedStar Health and
Georgetown University Medical Center involved in the research study (together called “Researchers”),
as well as (when applicable) the other people or companies listed below, to receive, use, have and
disclose my personal health information (as permitted below) for the reason(s) described in the Informed
Consent Form used for this study (identified above) and as needed to conduct the research.

e The study Sponsor ([N/A]), including others working with the Sponsor (together called the
“Sponsor”);

e Laboratories and other individuals and organizations that look at my health information in
connection with this study;

e Members and staff of the Institutional Review Board(s), Ethics Committee(s), Data Safety
Monitoring Boards (DSMB) and all other review boards or persons who watch over how the
research is performed and/or monitor the safety and success of the research, including the
Institution(s) that approve(s) this study;

The Patient Advocate or Research Ombudsman (people who watch out for my best interest);
The United States Food and Drug Administration (FDA), any other Federal or State Agencies
that watch over the safety of the study and how the study is managed or run, and/or
governmental agencies in other countries which fill similar oversight roles;

o Others:_[N/A]

Who may give (release or disclose) my health information?

| wish to allow [MedStar Washington Hospital Center)], all my doctors and my other health care
providers, and others who generate or use my health information, to give my health information in my
medical or other records to the Researchers, Sponsor(s) and others listed above, for the research
purposes described in the Informed Consent Form used in this study and as otherwise described below.

What health information may be used and for what purpose(s)? (Check all that apply)
X All my personal information in my medical records or other health care related records requested by
the Researchers for this study

X Also for future research involving _[Thyroid cancer] (initials)
[] Also for the optional portion of the study [Describe any optional parts of the study that the
participant can agree to] (initials)

X All my personal information made or collected during the research described in the Informed Consent
Form for this study

X Also for future research involving _[Thyroid Cancer (initials)

] Also for the optional portion of the study [Describe any optional parts of the study that the
participant can agree to] (initials)
L] Only the following information for this study:

[ Also for future research involving _[Specify the diseases and/or types of research that the PHI

may be used to study] (initials)
[ Also for the optional portion of the study [Describe any optional parts of the study that the
participant can agree to] (initials)

*Note: if any of the above records contain any information about HIV/AIDS status, cancer diagnosis,
drug/alcohol abuse, sexually transmitted disease, or includes records or information from another
healthcare provider, | agree that | am hereby authorizing the release and use of this information.

What could happen if | agree to this use or disclosure of my health information?
o There is the possibility that Federal privacy laws (laws that protect the privacy to my personal
health information) may no longer protect it from being given to another person, class of
persons, and/or company.
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Once information that could be used to identify me has been removed and my information is no
longer identifiable (connected to my identity), the information that remains is no longer protected
by this Authorization (agreement) and may be used and given by the Researchers and Sponsor
to others, including for other research reasons.

The Researchers and Sponsor have agreed that no publication or presentation of the research
will reveal my identity without my separate specific written permission and authorization
(agreement) (even if | revoke (take back) this Authorization (agreement)).

What rights do | have?

While my health care and benefits relating to healthcare outside the study will not be affected if
| do not sign this form, | understand | have the right to refuse to sign this Authorization
(agreement), but that | will not be able to participate in the research referred to in this form.

I may change my mind and cancel this agreement at any time. To cancel this agreement, | must
write to: [Dr. Kenneth D. Burman at kenneth.d.burman@medstar.net]. However, if | cancel this
agreement, | may no longer be allowed to participate in the research and may no longer receive
research-related treatment. Also, even if | cancel this agreement, the information already
obtained may remain a part of the research as necessary to preserve the integrity of the
research study.

I will be given a copy of this agreement after | have signed it.

When does this Authorization expire?

This Authorization has no expiration date but shall expire when no longer needed by the entities
listed above for the purposes listed above.

By signing below, | represent and warrant that | have authority to sign this document and authorize the use or
disclosure of PHI and that there are no restrictions that would prevent me from authorizing the use or disclosure
of this PHI.

Signature of Participant (or Participant’s Personal Representative) Date

Printed Name of Participant (and if applicable print name of Representative’s authority to sign
for Participant, (parent, Participant’s Personal Representative, guardian, power of attorney for
healthcare, etc.)



APENDICE C -

PLANILHA DE ORCAMENTO

Caddigo CARIS Sequenciamento Correio
MWHC _DTC 01 $3,175.00 $100.00
MWHC _DTC 02 $2,175.00 $100.00
MWHC_DTC 03 $3,175.00 $100.00
MWHC_DTC 04 $175.00 $100.00
MWHC _DTC 05 $6,350.00 $100.00
MWHC _DTC 06 $6,350.00 $100.00
MWHC_DTC 07 $2,350.00 $100.00
MWHC_DTC_08 $3,175.00 $100.00
MWHC _DTC 09 $3,350.00 $100.00
MWHC _DTC 10 $2,175.00 $100.00
MWHC_DTC 11 $6,350.00 $100.00
MWHC_DTC 12 $6,350.00 $100.00
TOTAL $45,150.00 $1,200.00 $46,350.00

Obs: Valores em ddlares americanos.
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Management of metastatic radioiodine refractory differentiated thyroid cancer (DTC) can be a
therapeutic challenge. Generally, little is known about the paired molecular profile of the
primary tumor and the metastases and whether they harbor the same genetic abnormalities.
The present study compared the molecular profile of paired tumor specimens (primary tumor/
metastatic sites) from patients with radioiodine refractory DTC in order to gain insight into a
possible basis for resistance to radioiodine. Twelve patients with radioiodine refractory
metastases were studied; median age at diagnosis of 61 years (range, 25-82). Nine
patients had papillary TC (PTC), one had follicular TC (FTC), and two had Hurthle cell TC
(HTC). Distant metastases were present in the lungs (n = 10), bones (n = 4), and liver (n = 1).
The molecular profiling of paired tumors was performed with a panel of 592 genes for Next
Generation Sequencing, RNA-sequencing, and immunohistochemistry. Digital microfluidic
PCR was used to investigate TERT promoter mutations. The genetic landscape of all paired
sites comprised BRAF, NRAS, HRAS, TP53, ATM, MUTYH, POLE, and NTRK genes,
including BRAF and NTRK fusions. BRAF V600E was the most common point mutation in the
paired specimens (5/12). TERT promoter mutation C228T was detected in one case. PD-L1
expression at metastatic sites was highly positive (95%) for one patient with HTC. All
specimens were stable for microsatellite instability testing, and the tumor mutation burden
was low to intermediate. Therefore, the molecular profie of DTC primary and metastatic
lesions can show heterogeneity, which may help explain some altered responses to
therapeutic intervention.

Keywords: differentiated thyroid cancer, metastases, radioiodine refractory, molecular profile, next
generation sequencing
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Paired Molecular Profile of Advanced DTC

INTRODUCTION

Thyroid cancer is the fifth most frequent cause of malignancies
among women with over 52,000 new cases of thyroid cancer
estimated in 2020 among men and women in the US (1).
Differentiated thyroid cancer (DTC) represents around 90% of
all cases, and includes papillary thyroid cancer (PTC), follicular
thyroid cancer (FT'C), and Hiirthle cell thyroid cancer (HTC) (2).
Most cases have a good prognosis after appropriate treatment
that involves surgical removal of the tumor and radioiodine
(RAI) therapy in selected cases, especially in the presence of
distant metastases (3). However, it is estimated that 6-20% of
patients will develop distant metastasis that may impact the long-
term outcomes of these individuals, particularly when the lesions
become unresponsive to radioiodine (4-6).

The definition of RAI refractory DTC remains controversial.
Several classifications have been proposed, including (a) malignant/
metastatic tissue that does not concentrate RAI on a diagnostic
radioiodine scan; (b) malignant tissue that does not concentrate
RAI on a post-">'T therapy scan; (c) tumor tissue that has lost the
ability to concentrate RAI after previous evidence of radioiodine-
avidity; (d) RAI that is concentrated in some lesions but not in
others; (e) metastatic disease that progresses despite significant
concentration of RAIL (f) after cumulative dosage of >600 mCi of
1311 therapy (2, 7).

Management of metastatic radioiodine refractory DTC can be a
therapeutic challenge. In contrast to metastatic disease in other non-
thyroidal cancers, patients found to have metastatic DTC often have
a slow progression of their disease, and management may consist of
watchful waiting (3). Yet there is a proportion of these patients who
will eventually have progression of their metastatic disease and will
be candidates for targeted therapies (2, 8).

In recent years, with the advent of more comprehensive
molecular panels and novel drugs targeting specific molecular
abnormalities, application of precision medicine has provided a
significant impact on the management of metastatic disease. This
approach to management has become a reality for many types of
advanced cancers, in which the best treatment option is chosen
based on genetic features of the tumor (9). Effective treatment
should consider the molecular nature of both the primary tumor
and metastases, and a variety of techniques have been used to
compare primary and metastatic tissues in different types of solid
malignancies (10-15).

For thyroid cancer, however, little is known about the paired
molecular profile of the primary tumor and its metastases, and if
they harbor the same genetic abnormalities.

Only a few studies have addressed this question, employing
different approaches and reaching diverse conclusions (16-19).

Absence of RAI avidity constitutes a major impediment to the
delivery of effective therapy in patients with DTC. In this pilot
study of patients with radioiodine refractory DTC, we used a
comprehensive molecular panel available in clinical practice to
compare the molecular profile of paired tumor specimens
(primary tumor/metastatic sites). Moreover, we sought to
investigate how genetic abnormalities found in our cohort
interact with genes demonstrating enriched expression in
the thyroid.

MATERIAL AND METHODS

Patient Selection

We performed a cross-sectional study including 12 patients with
radioiodine (RAI) refractory metastases, selected from
convenience sampling. Radioiodine refractoriness was defined as
(a) disease having no RAT uptake at known sites of metastases on a
post-">'T therapy scan, or (b) tumor tissue that has lost the ability
to concentrate RAI after previous evidence of radioiodine-avidity,
or (c) metastatic disease that progresses despite significant
concentration of RAI. We identified patients in current follow-
up at MedStar Washington Hospital Center and MedStar
Georgetown University Hospital whose tissues from the primary
tumor and from one or more metastatic sites were available for
molecular study. All specimens examined in this study were
formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) samples.

Next-Generation Sequencing

We used a pan-cancer panel of 592 genes from Caris® Life
Sciences to perform Next Generation Sequencing (NGS) of
paired tumors—primary thyroid tumor and distant metastases
—from each patient. This genetic panel includes the major
thyroid cancer driver genes such as BRAF, PTEN, RAS and
RET. The full list of genes is illustrated in the Supplementary
Material (Figure S1). Caris® Life Sciences is a CLIA-certified lab.

Extraction of DNA and RNA from FFPE t samples was
performed using Qiagen extraction kit (QIAGEN, Hilden,
Germany). Assessment of quality and quantity of nucleic acids
prior to sequencing library was done with Agilent 4200 TapeStation
System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).

NGS was performed on genomic DNA isolated from FFPE
tumor samples using the NextSeq platform (Illumina Inc., San
Diego, CAS, USA). All variants were detected with >99% confidence
based on allele frequency and amplicon coverage sequencing depth
of coverage of >500 and with an analytic sensitivity of 5%. Variants
detected were mapped to reference genome (hgl9) and well-
stablished bioinformatics tools were incorporated to perform
variant calling functions. Genetic variants were categorized as
“pathogenic”, “presumed pathogenic”, “variant of unknown
significance”, “presumed benign” or “benign”, according to
American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) standards.

RNA sequencing was performed on RNA isolated from FFPE
tumor samples using the NextSeq platform (Illumina Inc., San
Diego, CAS, USA) with whole transcriptome coverage.

Tumor mutation burden (TMB) was calculated based on the
number of non-synonymous somatic mutations identified by NGS
while excluding any known single nucleotide polymorphisms
(SNPs). TMB is reported as mutations per megabase (Mb) sequenced.

Microsatellite instability (MSI) status was determined using
NGS results. This method has been validated and does not
require matched normal samples (20).

PD-L1 Expression—Immunohistochemistry
The level of protein expression of PD-L1 in the paired tumor
samples was determined with immunohistochemistry (IHC),
performed on FFPE sections on glass slides using automated
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staining techniques. The procedures met the standards and
requirements of the College of American Pathologists.

The primary antibody against PD-L1 was SP142 (Spring
Bioscience, Pleasanton, CA, USA). An intensity score (0: no
staining; 1+: weak staining; 2+: moderate staining; 3+: strong
staining) and a proportion score to determine the percentage of
cells staining positive (0-100%) were used. Conditions for a
positive result included intensity >2+ and =5% of cells stained.
Immunohistochemical results were evaluated by a board-
certified pathologist.

Microfluidic Digital PCR

Since Caris® Life Sciences NGS panel used in this study could
not detect TERT promoter abnormalities, we investigated
mutations of TERT promoter in selected samples using
microfluidic digital PCR, according to the following protocol:

a. DNA Extraction
Formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tumor samples
were deparaffinized with xylene and rehydrated through
ethanol (100%). The samples were digested with Proteinase
K, incubated at 55°C for 1 h with mild agitation and
subsequently at 90°C for an additional hour. Extraction of
DNA and RNA from FFPE cancer samples was performed
using King Fisher Duo Thermo Fisher (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA) according to the
manufacturer’s instruction. The extracted DNA and RNA
elute was stored at —80°C. DNA and RNA quantification was
performed by NanoDrop (Thermo Scientific, Inc., Waltham,
MA, USA).
b. Detection of TERT mutations using microfluidic digital PCR:
3D Digital PCR analysis was performed on QuantStudio™
3D Digital PCR System (Thermo Scientific, Inc., Waltham,
MA, USA) using primers and probes for detection of
TERTC228T and TERTC250T (Thermo Fisher Scientific).
The final 14.5 pl of reaction mixture contained 8.7 ul
QuantStudio™ 3D Digital PCR Master Mix, 0.43 ul of
primer/probe mix, 10 ng of DNA. The mixture was loaded
into the QuantStudio™ 3D Digital PCR Chip. For TERT
promoter mutations, chips were run with the following
conditions: one cycle at 50°C for 2 min; one cycle at 95°C
for 10 min; 54 cycles at 55°C for 1 min, and 95°C for 15 s; one
cycle at 60°C for 1 min. End point fluorescence data were
collected on the QuantStudio™ 3D Digital PCR instrument
and analyzed using the QuantStudio 3D AnalysisSuite
software (Thermo Scientific, Inc., Waltham, MA, USA).
The study was approved by Medstar Health Review Board.

Bioinformatic Analysis

In order to explore the role of cancer driving mutations in the
context of thyroid physiology, a functional association network
was built using STRING (Search Tool for the Retrieval of
Interacting Genes/Proteins) (21). Mutated genes identified in
this cohort were combined with genes with enriched expression
in the thyroid as reported by the Human Protein Atlas (22).
The functional associations identified genes which connect a
network associated with tissue specific molecular functions to

cancer driving genes and provide clues to underlying
mechanisms specific to thyroid cancer.

RESULTS

Demographics and Clinical Aspects

A total of 12 patients (10 males) were included in this study. The
median age at the time of diagnosis was 61 years (range, 25-82).
Mean primary tumor size was 3.9 + 2.2 cm SD; extra-thyroidal
extension was present in 8/12 patients. Nine patients had papillary
thyroid cancer (PTC), among which six were classic variant, one
was follicular variant and one was columnar variant; one patient
had follicular thyroid cancer (FTC) and two had Hiirthle cell
thyroid cancer (HTC). Distant metastases were present in the
lungs (n = 10), bones (n = 5), and liver (n = 1). Biopsy from
metastatic sites were taken at different points, according to clinical
indication. Subjects # 4, 9, 11, and 12 were diagnosed with distant
metastases and had the biopsy of the metastatic lesion before the
thyroidectomy. According to the definition of RAI-refractoriness,
three patients had no RAI uptake at known sites of metastases on a
post-">'T therapy scan (subjects # 4,11, 12), four patients had
lesions that have lost the ability to concentrate RAI after previous
evidence of radioiodine-avidity (subjects # 3, 7, 8, 9), and five
patients had metastatic disease that has progressed despite
significant concentration of RAI (subjects # 1, 2, 5, 6, 10). The
baseline features of this cohort are described on Table 1.

Next-Generation Sequencing
The genetic landscape of all paired sites comprised BRAF, NRAS,
HRAS, TP53, ATM, MUTYH, POLE and NTRK genes, including

TABLE 1 | Baseline characteristics.

N=12

Gender

Male 10

Female 2
Age at diagnosis

Mean 61

SD 15.9

Median 61

Range 25-82
Thyroid tumor (cm) 39+22
Histology

PTC - classic 6

PTC - follicular variant 2

PTC - columnar variant 1

FTC 1

HTC 2
Extrathyroidal extension 8
Metastases at diagnosis 9
Distribution of metastasis

Neck LN ih

Mediastinal LN 3

Lung 10

Bone 5

Atypical (liver) 1

PTC, papillary thyroid cancer; FTC, follicular thyroid cancer; HTC, Hdrthle cell thyroid
cancer; LN, lymph node.
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BRAF and NTRK fusions (Figure 1 and Table 2). Out of 12
patients, five presented with BRAF V600E mutation in both the
primary and metastatic tumors. One patient had concomitant
BRAF H542Y and NRAS Q61R mutations. Driver mutations
were consistent between the sites, but in three patients other single
nucleotide variants were also present, either solely in the metastatic
tumor (subjects #3 and #6) or in the primary tumor (subject #10).
Two patients showed gene fusions in both sites: BRAF-CEP152
(#11) and NTRKI-TPR (#12). Comparison between the sites was
not possible in three patients due to technical reasons, which was
lack of quality or quantity of DNA for analysis.

Nine specimens were stable for microsatellite instability
testing (MSI) in primary tumors, and eight in the metastatic
specimens (Figure 1 and Table 2).

Tumor mutation burden (TMB) ranged from four to 10
mutations/megabase in primary tumors, and from three to 10
mutations/megabase in metastatic specimens. This aspect could
not be determined in three cases from primary and metastatic
sites (Figure 1 and Table 2).

PD-L1 Expression—Immunohistochemistry
In the primary tumor, PD-L1 expression was positive in two
patients with PTC (5 and 10%) and in one patient with HTC
(80%), while in the metastatic tumor only the latter patient
remained positive (95%) (Figure 1 and Table 2).

TABLE 2 | Genetic landscape and immunohistochemistry.

Primary Metastases

Point mutations
BRAF V600E
BRAF H542Y
NRAS Q61R
TP53 Q192X
ATM T2947N
ATM L2255P
MUTYH G393D
NTRK3 A631T

Gene fusions
BRAF-CEP152 1
NTRK1-TPR 1 1

Immunohistochemistry (IHC)
Positive PD-L1 expression

Tumor Mutational Burden (TMB)

Microsatellite Instability (MSI)

I S o SIUG
OMN = = 4 4 oo

—

3/12
4 -10/Mb
Stable

112
3 -10/Mb
Stable

Mb, Megabase.

Microfluidic Digital PCR

TERT228 and TERT250 were tested in tissue samples from subjects # 1,

2,4,6,8,9, 11, and 12 due to limited availability of specimens (Table 3).
TERT promoter mutation C228T was detected in subject # 2.
TERT250 mutation was not detected in any of the

examined cases.

| Subject# 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
| Primary tumor__PTC___FVPTC __ PIC PTC HTC PTC PIC___ CPTC FTC HTC FVPTC PTC
[ TNM Stage T3N10M1T4aN1al1 T3N1bM1 T30N1bM1 T3N1al1  T3NOMx T2N1bM1 T3N1bMx T10NOM1 T3NOMx  T3NToM1  T4N1M1
Point mutations *
p BRAF H542Y
r NRAS
i HRAS
N ATM [T2947N |
& MUTYH G393D
r NTRK3 A631T
B TP53
POLE F985L
l‘j BRAF JBRAF-CEP152
m
9 10%  negative negative negative negative negative 5% negative _negative 80% negative negative
r [ 10 i [ i i S * s 8 4 [ 3
s stable stable _ind stable ds stable i stable stable stable stable stable
] Metastatic site Mediast  Bone Neck Lung Bone Neck Lung Mediast  Bone Lung Mediast LN Lung
LN LN LN
Interval between
thyroid surgery o 12 days 3years -6.7month:11.5 months 2.9 years 1.5years 8.8 years -22days 2.7 years -21days -2.6 months
& biopsy
M T Rarbetveen
e thyroid surgery no no yes no no yes yes yes no yes no no
t & biops:
s BRAF H542Y
t NRAS
a HRAS
t T2947N
; ATM ’ 12255p
¢ MUTYH G393D G393D
NTRK3
s TP53 Q192X 3 3
! BRAF JBRAF-CEP152
e
S negative  negative  negative negative negative negative negative 95% negative negative
] 10 8 * 4 ] inds i S * 3 S 3
stable stable stable * equivocal stable ind stable * stable stable stable
FIGURE 1 | Genetic landscape and immunohistochemistry (PD-L1 expression) of paired sites. Each column represents one subject. The upper part of the figure
refers to aspects of primary tumors and the bottom, to metastatic sites specified in the figure. *means quality or quantity not sufficient for analysis. PTC, papillary
thyroid cancer; FVPTC, follicular variant of papillary thyroid cancer; CPTC, columnar variant of papillary thyroid cancer; FTC, follicular thyroid cancer; HTC, Hurthle cell
thyroid cancer; IHC, immunohistochemistry; TMB, tumor mutation burden; Mb, megabase; MSI, microsatellite instability; RAI, radioiodine; LN, lymph node.
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TABLE 3 | Results from microfluidic digital PCR.

Subject # and site tested TERT promoter

C228 C250
#1—thyroid ND ND
#2—bone C228T ND
#4 —thyroid ND ND
#6—thyroid ND ND
#8—mediastinal LN ND ND
#9—thyroid ND ND
#11 —thyroid ND ND
#12—thyroid ND ND

LN, lymph node; ND, not detected.

Bioinformatics Analysis

The bioinformatics analysis revealed several interesting
functional associations between the cancer and thyroid gene
sets (Figure 2). The edges that link the proteins identified
through the molecular profiling to these thyroid specific genes
represent the results of several bioinformatic functional analysis
workflows. The links between these two gene sets largely
represent the results of text mining associations, where the two
genes are explicitly mentioned in the same peer reviewed
publication. There was also some supporting evidence of
interactions between homologs in other species. The analysis
revealed several key associations between highly expressed genes
in the thyroid and those that drive thyroid cancer. Of particular
note are PAXS, a transcription factor that modulates expression
of the sodium iodide symporter, and RAG2, which mediates

DNA cleavage during V(D)]J recombination, and their
associations with TP53.

DISCUSSION

This study highlights the differences and similarities between the
molecular nature of the primary tumor and a metastatic site in
patients with RAI refractory DTC. Although the overall mutational
status was similar, some differences were identified that could have
therapeutic impact in the context of precision medicine.

In spite of the higher incidence of thyroid cancer in women,
in this cohort of advanced thyroid cancer, 10/12 subjects were
men. This is consistent with data showing that men with DTC
are more likely to present with more advanced disease, aggressive
histological subtypes, and older age (23).

Consistently with previously published data (24, 25), BRAF
point mutation was the most common genetic abnormality
observed in this cohort, present in seven out of 12 patients
(58%). Among these patients, only one had a non-V600 BRAF
mutation. This patient (subject #2) presented a BRAF H542Y
mutation concomitant with an NRAS Q61R mutation in both the
primary and the metastatic tumor in bone lesion. According to
COSMIC v91 (26, 27), this missense mutation has been
described in colon cancer and melanoma, while the TCGA
database does not report it (28, 29). BRAF and RAS mutations
are known to be mutually exclusive, but simultaneous mutations
have been described in colorectal cancer (30). The overall impact

Enriched Expression in Thyroid

Cancer Driver Genes

FIGURE 2 | Functional network among cancer driver genes identified in this cohort and genes highly expressed in the thyroid. Nodes represent proteins, edges
show functional associations and line thickness corresponds to the strength of the supporting evidence. ATM, ATM serine/threonine kinase; BRAF, B-Raf proto-
oncogene,serine/threonine kinase; CALCB, Calcitonin Related Polypeptide Beta; FOXE1, Forkhead Box E1; HRAS, HRas Proto-Oncogene, GTPase; IYD,
lodotyrosine Deiodinase; MUTYH, MutY DNA Glycosylase; NRAS, NRAS Proto-Oncogene, GTPase; NTR, Nerve Growth Factor Receptor; NTRK1, Neurotrophic
Receptor Tyrosine Kinase 1; NTRK3, Neurotrophic Receptor Tyrosine Kinase 3; OTOS, Otospiralin; PAX8, Paired Box 8; PDESB, Phosphodiesterase 8B; POLE,
DNA Polymerase Epsilon, Catalytic Subunit; RAG2, Recombination Activating 2; SLC26A4, Solute Carrier Family 26 Member 4; TG, Thyroglobulin; TP53, Tumor
Protein P53; TPO, Thyroid Peroxidase; TSHR, Thyroid Stimulating Hormone Receptor.
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of simultaneous BRAF and RAS mutations remains unclear in
the setting of thyroid cancer. However, it is believed that BRAF
non-V600 mutations are less responsive to the RAF inhibitors,
vemurafenib and dabrafenib, which could narrow the therapeutic
options for these tumors (31). Moreover, this subject also
presented with a TERT promoter mutation C228T in the bone
specimen which is in accordance with the clinical picture of an
aggressive tumor with local and distant metastases. The current
version of Caris® Life Sciences tumor profiling employs whole
exome sequencing instead of next-generation sequencing, which
allows the detection of TERT promoter mutations.

Among all kinases, BRAF fusions are the most commonly
observed across several tumor types, including prostate cancer,
melanoma, radiation-induced thyroid cancer, and pediatric low-
grade gliomas. However, the full spectrum of BRAF fusions in
human cancer remains incomplete (9, 32). In this cohort we
describe a novel BRAF fusion: BRAF-CEP152.

Additionally, we report the occurrence of NTRK1 fusion with a
known partner, TPR. This partner harbors a dimerization domain
that potentially activates the downstream TRK kinase domain (33).
TRK fusions have been implicated in the pathogenesis of congenital
fibrosarcoma, secretory breast carcinoma, and papillary thyroid
cancer (32). These rare fusions have been reported in only 1% of
advanced PTCs (25), yet they are targetable. Larotrectinib, a highly
selective inhibitor of the three TRK proteins, is FDA-approved for
solid tumors harboring fusion in these genes (34).

Six out of 12 patients (50%) showed the same genetic
abnormalities between the primary and the metastatic tumor.
In three cases the comparison was not possible due to insufficient
quality or quantity of DNA or RNA for analysis, which highlights
the importance of tissue sampling in the current era of molecular
studies. Two patients had new point mutations in the metastatic
tumor: subject # 3 had a TP53 mutation and subject #6 had a
second hit on ATM gene. These are both DNA repair genes that,
once mutated, could provide survival advantage to the tumor. On
the other hand, one subject (#10) had a NTRK3 missense
mutation in the primary tumor that was not seen in the
metastatic lesion. This could imply that the mutation was not
providing any advantage to the tumor and was selected out.
These patients had been previously treated with at least one dose
of radioiodine in the interval between thyroidectomy and the
biopsy of the metastatic tumor. None of them have received
external radiation in this interval.

The immune landscape of papillary thyroid cancer is
characterized as an inflammatory subtype, with low to moderate
tumor cell proliferation and lower levels of somatic copy number
alterations than other subtypes (35). PTCs are tumors with low
mutational burden due to low neoantigen expression, which leads
to poor immunogenicity (36). A comprehensive screening for PD-
L1 expression in thyroid cancer found that only 6.6% of cases
expressed PD-L1 at 1% threshold, with higher positivity in
follicular and anaplastic carcinomas (37). In our cohort, two
patients with PTC expressed PD-L1 in the primary tumor but
not in the metastatic sites, a mediastinal lymph node and a lung
nodule. In addition, one patient with Hiirthle cell thyroid cancer
(HTC) had very high PD-L1 expression in both the thyroid tumor
and in the specimen from lung biopsy. This finding may have direct

therapeutic applications. Our samples also showed an overall low
mutational burden (<10 mutations/megabase) in matched specimens.

Previous studies have addressed genetic abnormalities in
primary thyroid cancer and matched metastases. Sohn et al.
used a next-generation sequencing panel of 50 genes and found
highly concordant genetic abnormalities between primary and
metastatic specimens from 17 DTC patients, including 10 patients
with PTC and seven patients with FTC (17). In another study,
Masoodi et al. used whole-exome sequencing to compare 14 trios
of matched distant metastasis, primary PTC tumors and normal
samples. Those authors found striking heterogeneity between the
primary PTC tumors and metastatic specimens, attributed mainly
to passenger mutations (19). In comparison to those studies, our
study population is more heterogeneous and reflects real life
practice in a tertiary hospital. Additionally, the genetic diversity
that we found is also noteworthy, despite the small sample size.
Our data emphasizes the importance of identifying the molecular
profile of radioiodine refractory metastatic lesions in the era of
precision medicine. The identification of a targetable mutation or
fusion will definitely influence the therapeutic decision.

The disrupted biological process that results in tumor growth
and metastasis occurs within the context of gene expression
patterns of the diseased tissue, and may result in uniquely
targetable interactions that drive subtypes of cancer in a
particular tissue. The functional associations identified between
highly expressed genes in the thyroid and those found to drive
cancer in patients with metastatic thyroid cancer are helpful in
generating novel hypotheses about cancer driving mechanisms
unique to thyroid cancer. RAG2 is regulated by TP53 derived
peptides in functional experiments investigating DNA repair
mechanisms (38, 39), and lower expression of PAX8 resulted
from mutated TP53 in thyroid epithelial cells (40). Additionally,
functional associations between RAG2 and ATM were found to
cooperatively facilitate repair of double-strand breaks (41) and
multiple functional interactions were found between PAX8 and
the cancer genes in homologs from other species in the Biological
General Repository for Interaction Datasets (BioGRID) (42).
Further investigation into the functional relationships of RAG2
and PAX8 with cancer associated genes, especially those that are
not typically expressed in the thyroid, is needed to fully
understand and potentially disrupt these disease pathways
using innovative therapeutic interventions.

Limitations in the interpretation of our data include the
relatively small sample size and the analysis of only one
metastatic lesion in each patient. Additionally, specimens were
taken at different times during the patients’ follow-up, with RAI
therapy administered between the collection of some samples.
Nevertheless, the data and conclusions drawn provide new and
useful information and reflect real life practice.

CONCLUSION

In this study, we demonstrate that molecular abnormalities in the
primary tumor and metastatic sites of DTC can show heterogeneity.
Driver mutations remained essentially the same but new mutations
were observed in some cases. A better understanding of the genetic
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and biologic aspects of metastatic DTC is expected to contribute to
the development of more effective targeted therapies.
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